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RESUMO

Apesar de ter sido introduzida no Brasil em 1999, estudos envolvendo aspectos bioldgicos
bem como a dindmica populacional de Zaprionus indianus ainda sdo muito escassos. Este
drosofilideo, considerado praga em monoculturas de figo-roxo, possui uma grande
capacidade de dispersao e de estabelecimento em diferentes ambientes. Este fato
contribuiu de forma expressiva para sua rapida expansao em todas as regides do pais,
atacando tanto frutos de ambientes naturais, quanto os presentes nestas monoculturas.
Esses ataques tém causado grandes prejuizos a comercializagdo desta fruta, tanto no
mercado nacional quanto de exportacéo, fazendo com que alguns produtores abandonem
suas plantacdes. Diante desta problematica, os objetivos desse estudo foram: analisar a
dinamica populacional de Z. indianus em plantagdes de figo-roxo e caracterizar alguns
aspectos biologicos que influenciam sua flutuagdo populacional. Para isso, foram
realizadas coletas mensais de set/2010 a ago/2011 em plantagdes de figo-roxo
localizadas na regiao de Valinhos (SP). Ademais, experimentos voltados a caracterizagao
dos estagios imaturos de Z. indianus, como numero de instares, processo de pupagao e
caracterizagdo morfologica destes estagios foram conduzidos no laboratério de
Entomologia | € no laboratério de Microscopia Eletrdnica da UNESP/RC. Outros, voltados
a caracterizacdo de aspectos como sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento, tamanho
corporal do adulto, pardmetros nutricionais 6timos para desempenho larval e escolha da
fémea quanto a locais para oviposicdo foram realizados, via geometria nutricional, no
laboratério “Development, Evolution and the Environment” — IGC/Portugal. A nutricao é
um fator diretamente relacionado as caracteristicas de vida dos drosofilideos, podendo
ser usada para se compreender a histéria de vida destes animais. No método utilizado, a
condicdo nutricional de um animal é representada como um ponto dentro de um espaco
nutricional de “n” dimensdes. Dependendo da ingestdo de macronutrientes e de calorias,
os sistemas de regulacado deste animal sao capazes de alterar seu metabolismo de forma
que atinjam um equilibrio, e as consequéncias destes ajustes podem ser vistas através de
alteragdes em suas caracteristicas bioldgicas, sendo estas analisadas aqui. Como os
trabalhos de campo revelaram ser Drosophila simulans a segunda espécie mais
abundante nos figais, dentre oito espécies exoticas nele instaladas, estes parametros
foram extrapolados também para esta espécie. Dessa forma, pode-se analisar as
exigéncias de cada uma destas espécies e esclarecer questées importantes quanto ao
modo de vida, de atuagao nos figais brasileiros, bem como quanto a competicao existente

entre elas. Dentre os principais resultados aqui encontrados estdo: prevaléncia e



estabelecimento de Z. indianus nos figais (77.106 individuos coletados em um esfor¢o
amostral de 420 armadilhas/ano), bem como sua predominancia na assembleia de
drosofilideos ali residentes (71% da amostra); considerando-se os estagios imaturos,
observou-se a presenca de trés instares larvais para a espécie, além de estruturas com
caracteristicas taxon6micas; em relagdo as exigéncias nutricionais, diferentemente dos
demais drosofilideos do grupo melanogaster, Z. indianus desempenha com maior
eficiéncia seus parametros vitais quando se desenvolve em substratos que apresentam
uma maior quantidade de carboidratos, sendo esta condigdo encontrada em figos em
processo de maturagcédo. Desta forma, os resultados aqui obtidos poderéao facilitar futuros
estudos sobre a biologia, ecologia e manejo desta espécie-praga, auxiliando na busca de

medidas mais eficazes de controle.

Palavras-chave: estagios imaturos; figo-roxo-de-Valinhos; geometria nutricional; historia-
de-vida; monitoramento populacional; mosca-do-figo; processo de pupacgdo; restricado

alimentar.
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ABSTRACT

Despite having been introduced in Brazil in 1999, studies involving biological aspects and
population dynamics of Zaprionus indianus are still very scarce. This drosophilid,
considered as a pest in fig-purple crops, has a great capacity of dispersal and
establishment in different environments. This fact contributed significantly to its rapid
expansion in all regions of the country, attacking fruits of natural environments and in
monocultures. These attacks have caused major damage to both national and export
markets, causing the fact that some producers have abandoned their plantations.
Considering this problem, the objectives of this study were to analyze the population
dynamics of Z. indianus in fig-purple crops and characterize some biological aspects that
influence its population fluctuations. For this, the drosophilids were monthly collected from
Sep/2010 until Aug/2011 in fig-purple crops in the region of Valinhos (SP). Furthermore,
others experiments aimed at characterize the immature stages of Z. indianus were
conducted, like number of instars, pupation process and morphological characterization of
these stages by scanning electron microscopy. Others, involving the characterization of
aspects such as survival, viability, development time, adult body size, nutritional
parameters for optimal larval performance and female oviposition site choice were
performed by nutritional geometry. The nutrition is a factor directly related to the life history
of drosophilids. In this methodology, the nutritional status of an animal is represented as a
point within a nutritional space with “n” dimensions. Depending on the intake of calories
and macronutrients, the regulatory systems of this animal are able to alter its metabolism
in order to achieve a balance, and the consequences of these adjustments can be viewed
by changes in its biological characteristics, these being analyzed here. As in field work, the
species Drosophila simulans revealed to be the second most abundant species in figs
crops, among eight exotic species installed on them, these parameters were also
extrapolated for this species. Thus, it was possible to understand the requirements of each
one of these species and clarify important questions about their ways of life, acting in
Brazilian figs crops, as well as the competition existing between Z. indianus and D.
simulans. The main results are: prevalence and establishment of Z. indianus in figs crops
(77,106 individuals collected in a sampling effort of 420 traps/year) its predominance in the
assembly of drosophilids residents there (71% of sample); considering it is immature
stages was observed the presence of three larval instars for the species, and structures
with taxonomic characteristics, in relation the nutritional exigencies, different other

drosophilids of melanogaster group, Z. indianus performs more efficiently their vital
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parameters when developed in substrates with higher amounts of carbohydrates, being
this condition found in figs in the start of maturation. Thus, the results obtained here will
facilitate future studies on the biology, ecology and management of this pest species,

aiding in the search for more effective control measures.

Key-words: immature stages; roxo-de-Valinhos figs; nutritional geometry; life history

trade-off; population monitoring; fig-fly; pupation process; dietary restriction.
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1 88

Figure 6. Zaprionus indianus third instar larva: (A) intersegmental spines of shorter length
and distinct size and direction; cephalic region with fully developed (B) mouth hooks
(mh) and (C) maxillary palp (mp), and (D) a head (h) and anterior spiracles (as); (E)
detail of the anterior spiracle interior; (F) presence of tubercles distributed in sets of
three in the posterior region (t1-3) covered with spines; (G) detail of the spines on a
tubercle; and (H) posterior spiracle (ps) with an orifice surrounded by six slits (ss) and
three Papillae (P1-3) ... u i e 89

Figure 7. Zaprionus indianus pupa: (A) the anterior region (ar) is wider than the posterior
region (pr); (B) the respiratory filaments consist of 9 spiracular ramifications each (f1-
9); (C) detail of the rounded ends of the filaments (f); (D) the posterior spiracles are
located at the narrower end of the pupa (arrow); (E) the presence of spines on the
tegument, with a triangular shape consisting of a wide base and narrow end; and (F)
detail of the spines (sp) that are present on the tegument................................ 90
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CAPITULO IV.

Avaliacao de componentes da histéria de vida e preferéncia de locais para
oviposi¢cdo de Zaprionus indianus Gupta 1970 e Drosophila simulans Sturtevant
1919, via geometria nutricional.

Figura 1. Quadro nutricional com diferentes quantidades de Proteina:Carboidrato
preparado para a realizagdo dos testes com Zaprionus indianus e Drosophila
simulans. Proporgées de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 € 1:16..cceeeeeiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 113

Figura 2. Placas de oviposigao: drosofilideos deixados “overnight” para postura dos
(0 Y 1 PP 114

Figura 3. Figura 3. Arenas com trés diferentes dietas, com proporgdes de P:C de 1:1; 1:4
e 1:16 para a escolha das fémeas de Zaprionus indianus e de Drosophila simulans
(o[UE=Tal (o= To L [oTer= TR T o X r= W e)V/] oo 11 (7= o 1A 115

Figura 4. Arena para a escolha das fémeas de Zaprionus indianus e de Drosophila
simulans qUaNtO A OVIPOSICAO........uuuuiiiii i e e e e 116

Figura 5. Avaliagdo das escolhas das fémeas de Zaprionus indianus e Drosophila
simulans quanto aos locais para oviposi¢cao: contagem doS OVOS.............eevvceeeennnn. 117

Figura 6. Geometria nutricional para (A) Zaprionus indianus e (B) Drosophila simulans.
Poligonos e linhas representam o ponto de ingestdo de nutrientes que maximizam o
desempenho do animal em relagdo a sobrevivéncia e o tempo de desenvolvimento.
(C) Linhas roxas: Z. indianus. Linhas verdes: D. simulans...............cccovvvveviiiiinnnnnnnn. 118

Figura 7. Geometria nutricional para (A) Zaprionus indianus e (B) Drosophila simulans.
Poligonos e linhas representam o ponto de ingestao de nutrientes que maximizam o
desempenho do animal em relagdo ao tamanho do adulto e a performance larval. (C)
Linhas roxas: Z. indianus. Linhas verdes: D. simulans...............cccooviiiiieieeeee e, 119

Figura 8. Preferéncia das fémeas de Zaprionus indianus (A) e Drosophila simulans (B)
quanto a diferentes locais para oviposicdo. (A e B) Espécies analisadas
separadamente. Linha pontilhada separam os substratos que diferem
significativamente entre as escolhas. (C) Analise das espécies em competigdo.
**Diferenca signifiCativa).........ccccoooeeiiiiiiie e 120

APENDICE.

New versions of trap and bait for the collection of the fig-fly Zaprionus indianus
Gupta 1970 (Diptera: Drosophilidae).

Figure 1. New version of the trap for the capture of the fig-fly Zaprionus indianus proposed
by Matavelli and Von Zuben (2012): measurements and illustrations..................... 133
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INTRODUGAO GERAL

Estudos envolvendo a Familia Drosophilidae comegaram a ser desenvolvidos no
Brasil em 1910, com a formacgao das primeiras colegdes, e foram intensificados a partir de
1940 (CHAVES & TIDON, 2008), com a descri¢cao de algumas espécies, bem como com a
realizacao de inventarios em diferentes regides do pais (PAVAN & CUNHA, 1947). Por
serem numerosos, faceis de coletar e possuirem um ciclo de vida curto (POWELL, 1997)
os drosofilideos, particularmente os pertencentes ao género Drosophila, passaram a ser
extensamente usados em estudos de genética e, posteriormente, em outras areas como
ecologia (POWELL 1997; TIDON 2006; CHAVES & TIDON, 2008). Estima-se que existam
aproximadamente 304 espécies de drosofilideos no Brasil, distribuidos em 18 géneros,
entre os quais predominam Drosophila e Zygothrica, sendo desse montante 13 espécies
exoticas, dentre elas Zaprionus indianus Gupta 1970 (GOTTSCHALK et al., 2008).

O género Zaprionus Coquillett, 1901, composto por dois sub-géneros e 56 espécies
(KATO et al., 2004) é caracterizado pela habilidade de colonizar novos territérios e, para
Z. indianus, essa capacidade € favorecida pelo comércio global de frutas (VILELA et al.,
1999; DE TONI et al., 2001). Essa espécie se caracteriza por medir de 2,5 a 3,0 mm,
possuir coloracdo marrom-avermelhada e, diferentemente das outras espécies de
Drosophilidae sul americanas, apresenta faixas longitudinais branco-prateadas com
margens pretas na regido dorsal da cabeca e do térax (VILELA, 1999; DE TONI et al.,
2001).

Essa espécie invasora € originaria da regidao Afrotropical, porém se expandiu
rapidamente habitando as regides Paleartica, Oriental, Australiana e, de modo recente, as
Américas (TIDON et al.,, 2003). No Brasil, sua introducdo ocorreu de forma acidental,
sendo coletada pela primeira vez em 1999, em frutos de caqui, no municipio de Santa
Isabel/SP (VILELA, 1999). O fato desta espécie ser polifaga, com registros em mais de 74
espécies hospedeiras pertencentes a 31 Familias (VILELA et al., 1999), de infestar frutos
ainda em fase de maturacdo e de exibir adaptagdes que permitem viver em condicdes
climaticas adversas (TIDON et al., 2003; FERREIRA & TIDON, 2005), contribuiu para a
sua rapida expansao no pais, estando atualmente presente em todas as suas regides
(KATO et al., 2004).

Biologia populacional de Zaprionus indianus
Estudos envolvendo a dindmica populacional de drosofilideos ja vém sendo

realizados por varias décadas. No entanto, foi a partir dos estudos de PEARL & PARKER
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(1922), sobre a influéncia da densidade populacional na taxa reprodutiva de Drosophila
melanogaster e, de PEARL (1925), sobre o crescimento da populagdo de adultos de
Drosophila em um universo limitado, que essa linha de pesquisa aumentou drasticamente
suas investigagbes (CHIANG & HODSON, 1950). O estudo de populagdes se refere a
descricao do equilibrio, das interacdes e da dinamica a que estdao submetidos os
individuos de uma espécie (CHIANG & HODSON, 1950). Além de se conhecer com maior
clareza a biologia e as habilidades de seus individuos nos seus diferentes estagios de
desenvolvimento, estudos populacionais se tornam ainda mais importantes quando sao
integrados a biologia da invasdo, uma vez que eles permitem compreender como as
espécies invasoras se comportam diante de novos fatores bidticos e abidticos a que estao
submetidas, bem como verificar como as espécies endémicas reagem a invaséo (SILVA
et al., 2005a).

As informagdes disponiveis sobre a biologia de Z. indianus sao insuficientes e
dispersas, com o0s mais variados enfoques: (1) estudos sobre suas caracteristicas
morfoldgicas, os quais auxiliam a descrever a espécie e a compreender a variabilidade
existente entre seus individuos, (2) sobre invasdes bioldgicas, que permitem analisar sua
capacidade de dispersao e (3) genéticos (TIDON et al., 2003; DAVID et al., 2006;
CHAVES & TIDON, 2008; YASSIN et al., 2008). Quanto a biologia populacional poucos
foram os trabalhos realizados. Alguns, realizados em campo, indicam que Z. indianus
apresenta uma maior frequéncia nos sitios de alimentacédo e oviposi¢gao que os demais
drosofilideos (SILVA et al., 2005b), mostrando sua capacidade de estabelecimento em
novas areas e de competir com as demais espécies existentes. Outros, laboratoriais, tém
revelado algumas caracteristicas do seu ciclo de vida (SETTA & CARARETO, 2005), bem
como a influéncia da temperatura sobre o0 mesmo (AMOUND et al., 1991). Dentre as
informagdes conhecidas sobre a espécie estdo: tempo de desenvolvimento da fase de
ovo de 1,0 a 1,5 dias, tempo de desenvolvimento larval de 8 a 13 dias, tempo de
desenvolvimento pupal de 4 a 9 dias, longevidade dos adultos acasalados de 21 a 91
dias, numero médio de adultos provenientes de casais de 69,08 e razdo sexual de 0,56
(STEIN et al., 2003). No entanto, a descrigdo morfolégica destes estagios imaturos, bem
como a caracterizagdo do numero de instares desta espécie eram desconhecidos até
recentemente.

Para que fosse possivel avaliar estas caracteristicas, foram utilizados varios
métodos, dentre elas: (a) microscopia eletrbnica de varredura, a qual tem sido
amplamente utilizada por apresentar uma alta resolucéo e profundidade de campo, dados

estes fundamentais em trabalhos que necessitam de uma alta riqueza de detalhes
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(MENDONCA et al., 2010); (b) determinacdo do numero de instares por medi¢gdes da
capsula cefdlica, a qual tem sido aplicada a diversas Ordens como Lepidoptera,
Hymenoptera e Coleoptera (PARRA & HADDAD, 1989), bem como em Diptera com
resultados satisfatorios (PETITT, 1990; ALVAN-AGUILAR & HAMADA, 2003); e (c)
descrigao do processo de pupacao, ja tendo sido empregados a outros drosofilideos como
Drosophila melanogaster e Drosophila pseudoobscura (HARKER, 1965; SKOPIK &
PITTENDRIGH, 1967).

Contudo, um fator que tem se mostrado importante e capaz de interferir na biologia
populacional dos drosofilideos é a competicdo, tanto intra como interespecifica. A
competigao pode ser definida como uma interagéo, decorrente da exploragéo de recursos,
entre individuos de mesma ou de diferentes espécies, que apresenta como resultado uma
reducado na fecundidade, no crescimento ou na sobrevivéncia de um dos competidores
(BEGON et al., 2006). Para Z. indianus, analises laboratoriais tém verificado a acdo da
competicao intra e interespecifica na espécie (GALEGO & CARARETO, 2005). Analises
de campo tém revelado que Z. indianus, juntamente com Drosophila simulans, sao as
espécies mais abundantes de Drosophilidae em plantagdes de frutiferas no estado de Sao
Paulo, bem como em éareas do Cerrado (PIRES & BELO, 2005; CHAVES & TIDON,
2008), além de Z. indianus causar uma reducdo da viabilidade e do tempo de
desenvolvimento de D. simulans e de outras competidoras (GALEGO & CARARETO,
2005).

Diante dessas informacgbes, eram claras as necessidades de se aprimorar o
conhecimento sobre alguns aspectos biolégicos e sobre a dindmica populacional de Z.
indianus, ja que a espécie invade e permanece em locais com condi¢des tdo adversas
quanto as apresentadas aqui. Adicionalmente, compreender como ocorre a interagao
entre as espécies que competem pelos mesmos recursos que Z. indianus poderia
favorecer, além de um conhecimento sobre seus aspectos ecoldgicos, um embasamento

para futuras iniciativas de controle.

Zaprionus indianus como foco de estudo

Desde o seu primeiro registro no Brasil, Z. indianus se mostrou como um potencial
inseto-praga para a fruticultura brasileira, sendo que essa estimativa veio a ser
confirmada em 2004 (KATO et al., 2004) apés a perda de 40% na producéao de figo Ficus
carica L. (Moraceae), da variedade roxo-de-valinhos “in natura” e uma reducéo de 80%

nas suas exportacbes em 1999 (STEIN et al.,, 2003). A inutilizagcdo dos figos por esta
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espécie tem ocorrido diante da oviposicdo das fémeas nos ostiolos dos sicbnios e ao
redor deles, ainda no inicio do seu amadurecimento (STEIN et al., 2003).

Apesar de ser conhecida popularmente como a “mosca-do-figo”, a utilizagdo dessa
cultura por seus individuos é facultativa e sua ocorréncia ja foi registrada, além do caqui e
figo, em outras culturas como de mamao (CULIK et al., 2005) e carambola (KATO et al.,
2004; BELO et al., 2009). Outros estudos indicam ainda a possibilidade de varias outras
frutas serem usadas por seus adultos como sitios de alimentagdo e oviposi¢ao, dentre
elas, acerola, banana, caju, citros, goiaba, jabuticaba, manga, péssego e tomate (SOUZA
FILHO et al., 2000).

No entanto, a area de atuacao de Z. indianus nao se limita somente a plantagdes
de frutas, uma vez que ja foram encontrados individuos em areas dos Pampas (POPPE et
al., 2012), Mata Atlantica (DE TONI et al.,, 2001), Mangues (SCHMITZ et al., 2007),
Cerrado (LEAO & TIDON, 2004), Caatinga (ROHDE et al., 2010), Floresta Amazénica
(AMADOR et al., 2011), e em centros urbanos (FERREIRA & TIDON, 2005). Este fato &
preocupante, pois além dessa espécie estar se tornando comum nessas regides, ela
interfere nas estratégias de sobrevivéncia das espécies nativas, alterando a riqueza e a
abundancia local (SILVA et al., 2005a), além de ameacar a estabilidade das comunidades
nativas de Drosophila. Um exemplo disso € a sua capacidade de explorar, com sucesso,
frutos nativos usados por espécies endémicas como Solanum lycocarpum no Cerrado
central (LEAO & TIDON, 2004) e Syagrus romanzoffiana na Mata Atlantica (DE TONI et
al., 2001).

A escolha de Z. indianus como foco de estudo vem da sua potencialidade de
invasdo e da sua grande capacidade de estabelecimento em diferentes regides (MATA et
al., 2010), bem como da falta de informacdes basicas sobre sua biologia (STEIN et al.,
2003; NAVA et al., 2007) e possiveis medidas de manejo (RAGA et al.,, 2003). O
conhecimento da sua flutuacdo populacional, das épocas do ano em que aumenta sua
ocorréncia, sao requisitos indispensaveis para que se consiga fazer um controle mais
efetivo dessa espécie-praga, além de servir como base para futuros estudos que
envolvam controle. Alguns trabalhos tém demonstrado como ocorre a flutuagéo
populacional de Z. indianus para algumas regides do Brasil. Dentre eles, encontram-se o
de CASTRO & VALENTE (2001), que monitoraram a ocorréncia desta espécie na cidade
de Porto Alegre (RS). No entanto, estudos envolvendo a flutuagdo populacional dessa
espécie invasora nos figais eram ainda ausentes.

Estudos populacionais geralmente ocorrem no campo, mas devido a complexidade

da integragcdo de uma populagdo com o ambiente, alguns aspectos acabam sendo
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analisados em laboratério, onde se consegue controlar com maior precisdo as condigoes
ambientais (CHIANG & HODSON, 1950). Com isso, observou-se a necessidade de se
avaliar Z. indianus nessas duas condigdes. Em campo, além da sua flutuacao
populacional, uma analise faunistica dos drosofilideos residentes nas plantagdes de figo
foi realizada. Em laboratério, técnicas como a Geometria Nutricional puderam ser
aplicadas para se compreender parametros como: sobrevivéncia, tempo de
desenvolvimento, tamanho corporal do adulto, condicbes nutricionais 6timas para
desempenho larval e escolha da fémea quanto ao local para oviposicdo. Uma vez
submetidos a uma matriz nutricional com diferentes propor¢cées de proteinas e
carboidratos, bem como a diferentes concentragcbes de calorias (CHENG et al., 2008),
estes drosofilideos demonstraram serem capazes de alterar estes parametros citados

anteriormente, a fim de se buscar um equilibrio do seu metabolismo.

Por fim, tendo-se trabalhado em varias frentes, sejam via estudos de campo ou de
laboratorio, este estudo buscou de forma complementar abranger questdes ecologicas e
biolégicas envolvendo Z. indianus e a cultura de figo. Ademais, os resultados aqui obtidos
foram capazes de preencher uma lacuna existente quanto a informacbes basicas
envolvendo esta espécie, bem como de fornecer dados que possibilitardo o
desenvolvimento de estudos promissores quanto ao manejo deste drosofilideo-praga.
Desta forma, o presente trabalho sera aqui apresentado em quatro capitulos, sendo eles:

1. Avaliagdo da flutuagdo populacional de Zaprionus indianus Gupta 1970 (Diptera:

Drosophilidae) em plantagdes de Ficus carica L. (Urticales: Moraceae), variedade

roxo-de-Valinhos.

2. Andlise faunistica dos drosofilideos residentes nas culturas de figo-roxo Ficus
carica L. (Moraceae), na regido de Valinhos (SP).

3. Post-Embryonic Development in Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae).

4. Avaliacdo de componentes da historia de vida e preferéncia de locais para
oviposigdo de Zaprionus indianus Gupta 1970 e Drosophila simulans Sturtevant

1919, via geometria nutricional.
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CAPITULO I

Avaliagao da flutuagao populacional de Zaprionus indianus Gupta 1970 (Diptera:
Drosophilidae) em plantagoes de Ficus carica L. (Urticales: Moraceae), variedade
roxo-de-Valinhos.
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RESUMO

Conhecidos por sua diversidade quanto as escolhas para sitios de alimentacdo e
oviposigédo, os drosofilideos vém desenvolvendo habilidades que lhes proporcionaram
serem bons invasores, expandindo assim seus nichos ecoldgicos. Dentre eles, encontra-
se a espécie Zaprionus indianus. Diagnosticada no Brasil no fim dos anos 90, esta
espécie esta presente hoje em todas as regides do pais, sendo mais abundante em
plantagcdes de figo-roxo, local onde melhor se adaptou e tornou-se um inseto-praga de
grande importancia. No entanto, estudos envolvendo a flutuagdo populacional desta
espécie nos figais ainda sdo ausentes, gerando lacunas no entendimento sobre as
melhores estratégias para seu controle. Diante disso, este estudo teve como objetivo
analisar a flutuagao populacional de Z. indianus, pelo periodo de um ano, em diferentes
plantagdes de figo-roxo (UAs) na regido de Valinhos (SP). Um total de 77.106 individuos
foram coletados, estando estes presentes em todos os meses do ano. Entre as UAs, a
maior abundancia coletada foi de 19.623 individuos e a menor de 2.775, sendo essa
diferenciagdo um reflexo dos manejos nelas realizados, bem como da paisagem no
entorno de cada plantagéo, dentre outros fatores. Quanto aos picos populacionais, um foi
observado durante o verdo, més em que se registraram umidades e temperaturas mais
elevadas, bem como uma maior precipitagdao atmosférica. Em relacédo a producgéao do figo,
mesmo antes da sua fase de amadurecimento dos frutos, esta espécie ja se fazia
presente, infestando os sicOnios ainda pequenos e verdes. Pode-se constatar que a
abundancia de Z. indianus foi maior para o periodo de maior produgdo de siconios,
declinando apds a poda dos figais. Acredita-se que os resultados aqui observados
permitem uma melhor compreensdo de como essa espécie se comporta temporalmente
nos figais, bem como podem vir a auxiliar novos estudos que busquem medidas de
combate a essa espécie praga.

Palavras-chave: figo-roxo-de-Valinhos; monitoramento populacional; mosca-do-figo.

1. INTRODUGAO

A Familia Drosophilidae € conhecida pela grande diversidade nas suas escolhas
quanto aos sitios de alimentagao e oviposi¢ao, sendo essa diversidade um reflexo das
espécies biologicamente bem-sucedidas, as quais foram se adaptando a nichos artificiais
(como os formados a partir das atividades humanas) ou desenvolvendo habilidades que
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Ihe proporcionaram serem boas invasoras (BURUGA & OLEMBO, 1971). Essas
habilidades, obtidas ao longo da evolugédo, contribuiram para que algumas espécies
conseguissem expandir seus nichos ecologicos (BURUGA & OLEMBO, 1971). Um
exemplo da aquisigao e de invasdo bem sucedida € dada pelo género Zaprionus. Estudos
de aproximadamente 40 anos atras indicavam Zaprionus como sendo um género
endémico e restrito ao continente Africano; no entanto, com o passar do tempo, esse
género foi desenvolvendo capacidades invasoras notaveis, as quais lhes permitiram se
alimentar e reproduzir em uma grande variedade de sitios, sendo considerado atualmente
tdo cosmopolita quanto diversas espécies de Drosophila (BURUGA & OLEMBO, 1971;
TIDON et al., 2003).

No Brasil, a presenga do género Zaprionus foi diagnosticada ao final dos anos
1990, com a ocorréncia da espécie Zaprionus indianus em frutos de caqui, no municipio
de Santa Isabel/SP (VILELA, 1999). Segundo TIDON et al. (2003), Z. indianus é uma das
espécies mais bem sucedidas do género em relagdo a novas colonizag¢des, devido ao seu
grande nicho de atuagéo, que abrange uma grande variedade de recursos alimentares e
uma capacidade de adaptagao a condi¢des climaticas diversas. Esta espécie invasora, a
qual tem sua dispersao favorecida pelo comércio global de frutas (VILELA et al., 1999; DE
TONI et al., 2001), é originaria da regiao Afrotropical; no entanto tem se expandido para
as regides Paleartica, Oriental, Australiana e Neotropical (TIDON et al., 2003). Por ser
polifaga (VILELA et al., 1999) Z. indianus conseguiu se expandir por todo o Brasil (KATO
et al., 2004). Contudo, foram nas planta¢des de figo-roxo Ficus carica L. (Moraceae) que
esta espécie melhor se adaptou.

Com isso, Z. indianus foi considerada como um potencial inseto-praga para a
ficicultura brasileira, por ter causado severos prejuizos a sua producao (STEIN et al.,
2003). Este potencial foi confirmado por KATO et al. (2004), contrariando sua condi¢cao
em relagéo a sua regido de origem (TIDON et al., 2003). A inutilizagdo dos figos por esta
espécie tem ocorrido diante da oviposicdo das fémeas nos ostiolos dos sicbnios e ao
redor deles, ainda no inicio do seu amadurecimento (STEIN et al., 2003). O mesmo fato ja
havia sido relatado para o género Lissocephala, considerado como o mais primitivo dentro
de Drosophilidae (THROCKMORTON, 1975 apud LACHAISE, 1977), em Ficus
(LACHAISE, 1977). Essa relacao entre drosofilideos e figueiras tem sido pesquisada ha
varias décadas e estudos mostram que seus sicOnios atuam como importantes
microhabitats para esses animais, 0os quais podem se apresentar como figo-dependentes
obrigatérios ou facultativos (LACHAISE, 1977; LACHAISE et al.,, 1982). Segundo

LACHAISE et al. (1982), ndo ha evidéncias de que existam espécies figo-obrigatorias fora
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da Africa, sendo os géneros Zaprionus e Drosophila exemplos de figo-facultativos no
Brasil.

Apesar de ser considerada praga nas plantagdes de figo brasileiras, a presenga de
Z. indianus em outras culturas e, até mesmo em diferentes ecossistemas (TIDON et al.,
2003), é algo preocupante, ja que esta espécie ameaga a estabilidade das comunidades
brasileiras de Drosophila, ricas em numero de espécies e com interagdes delicadas entre
seus membros (CASTRO & VALENTE, 2001). Em decorréncia disso, alguns estudos de
monitoramento envolvendo Z. indianus tém sido feitos no Brasil e sua dinamica
populacional tem sido avaliada. CASTRO & VALENTE (2001) monitoraram a ocorréncia
desta espécie na cidade de Porto Alegre (RS), onde Z. indianus teve representantes
coletados durante o outono (margo, abril, maio/2000) e o verdo (dezembro/2000, janeiro,
fevereiro/2001), mas foi ausente durante o inverno (junho, julho, agosto/2000) e a
primavera (setembro, outubro, novembro/2000). Outros trabalhos chamam a atengao para
uma correlagao positiva entre uma maior abundancia dessa espécie e algumas condi¢des
climaticas especificas, como meses mais umidos (TIDON et al., 2003) e quentes do ano
(SILVA et al., 2005a).

No entanto, estudos envolvendo a flutuagdo populacional dessa espécie invasora
nos figais ainda sdo ausentes, gerando lacunas no entendimento das estratégias
adaptativas utilizadas por este drosofilideo para novas colonizagbes, bem como nas
possibilidades de medidas de controle a serem utilizadas, uma vez que se desconhecem
maiores detalhes do efeito dessas medidas em suas populagdes (SILVA et al., 2005b).
Diante disso, este estudo teve como objetivo analisar a flutuagdo populacional de Z.
indianus, pelo periodo de um ano, em diferentes plantagdes de figo-roxo na regidao de
Valinhos (SP). Acredita-se que os resultados aqui observados podem permitir uma maior
compreensao de como essa espécie se comporta temporalmente nos figais, bem como

auxiliar em estudos que busquem medidas de combate a essa praga.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O estudo foi conduzido em sete plantagbes de figo localizadas na regido de
Valinhos (SP). Segundo a classificagao de Koeppen, o clima dessa regido é caracterizado
como subtropical umido (CEPAGRI; SANTIN, 1999), com temperatura maxima média
anual e temperatura minima média anual de 28,0 °C e 16,8 °C respectivamente,
pluviosidade média de 1.424,5 mm e umidade relativa do ar média de 47% (ESTACAO
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METEOROLOGICA FEAGRI/UNICAMP). A vegetacdo dessa regido é composta por (1)
floresta estacional semidecidual, (2) vegetagao rupestre dos lajedos rochosos, (3) matas
brejosas e (4) cerrados (SANTIN, 1999). No entanto, esses tipos de vegetagao se
encontram em processo de extingdo, sendo transformados em plantagbes de
monoculturas, entre elas o figo-roxo.

Cada uma das sete plantac¢des selecionadas foi considerada como uma Unidade
Amostral (UA) (Figura 1), as quais sdo localizadas dentro de um circuito de
aproximadamente 60 Km, sendo que uma se encontra na cidade de Campinas (UA A) e
as demais no municipio de Valinhos-SP (UAs B, C, D, E, F e G) (Figura 2). Informacgdes
sobre cada UA, os tratamentos desenvolvidos por cada produtor e as aplicagcbes

realizadas nos figais foram registradas durante todo o periodo de estudo (Tabela 1).

2.2. Coletas de campo

Coletas mensais foram realizadas de setembro de 2010 a agosto de 2011. Os
drosofilideos residentes nessas UAs foram capturados com o auxilio de armadilhas
(modelo MATAVELLI & VON ZUBEN, 2012) (Figura 3). Nelas, os individuos eram atraidos
pelo odor liberado por uma isca e, por contraste de luz, ficavam presos em camaras de
retencdo. Em cada UA, foi instalado um transecto linear de 80 m de extensédo, composto
por cinco armadilhas distantes em 20 m uma das outras, das quais a primeira era
instalada na borda e a quinta no interior da plantacdo. Em cada armadilha, utilizou-se 150
ml de isca e todas elas foram instaladas de forma a ficarem de 50 a 70 cm do solo. As
armadilhas ficaram expostas no campo por 72 horas e os individuos coletados foram
transportados para o Laboratério de Entomologia | — UNESP/Rio Claro, triados e a
abundancia de Z. indianus registrada. Variagbes ambientais como temperatura ambiental
(°C), umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) também foram
registradas, através da Estagdo Meteoroldgica Feagri/Unicamp durante todo o periodo de
estudo. Uma avaliagdo mensal sobre o desenvolvimento dos pés e dos sicénios foi feita
através da caracterizacdo morfolégica e de registros fotograficos, a fim de se comparar

com os dados de abundancia de Z. indianus

2.3. Preparagao daisca
A isca utilizada nas coletas foi desenvolvida na proporcao de 2:1 de banana nanica
madura e agua, acrescida de fermento biolégico Saccharomyces cerevisiae em 1% em

relagdo a quantidade de banana utilizada. Essa mistura era batida em liquidificador e
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transferida para garrafas PET, onde fermentavam por 36 h antes de sua utilizagdo no

campo.

2.4. Anidlises estatisticas

Comparagbes de abundéancia entre UAs foram feitas através de analise de
variancia de dois critérios (considerando UAs como tratamentos e meses como blocos).
Quando diferengas significativas foram encontradas, o Teste t foi usado como teste post-
hoc. Analise de distribuigdo circular via Teste de Rayleigh (z) foi utilizada para verificar a
flutuagédo da populagéo ao longo dos meses. Uma vez detectada sazonalidade, o teste de
Watson-Williams (F) foi aplicado para avaliar se havia diferengas significativas entre as
UAs. A influéncia das variaveis ambientais sobre a abundancia de Z. indianus foi testada
através do teste de correlagcdo de Spearman. Para visualizacdo dos picos populacionais,
diagramas de rosas foram desenvolvidos. Contudo, para sua realizacdo, a abundancia
absoluta de Z. indianus coletada foi transformada em dados angulares, seguindo ZAR
(1999).

3. RESULTADOS

Um total de 77.106 individuos de Z. indianus foram coletados durante o estudo
(Tabela 1). Estes estiveram presentes em todos os meses do ano, sendo os meses mais
e menos abundantes, janeiro/11 (N = 29.895) e setembro/10 (N = 8), respectivamente.
Diferencas foram observadas em relacao as UAs, sendo a maior abundancia observada
na UA B (N =19.623) e a menor na UA A (N = 2.775). Acredita-se que essa diferenciacéo
se dé em fungdo dos manejos realizados em cada uma delas, bem como em fungéo da
paisagem no entorno de cada plantacgao.

Com o intuito de verificar a legitimidade das UAs como réplicas e, indiretamente, a
flutuacdo populacional observada para a espécie, comparagcdes de abundancia foram
feitas. Nelas, pode-se verificar que as UAs diferem significativamente entre si (ANOVA:
dois critérios; F (tratamentos) = 5.1504, p (tratamentos) = 0.0004; F (blocos) = 73.1248, p
(blocos) < 0.0001). Comparagdes post-hoc indicaram diferengas mais acentuadas entre
as UAs “Ae B” (Teste t (LSD); t =4.991; p <0.001), “Ae D" (Teste t (LSD); t =4.991; p <
0.001) e “A e G” (Teste t (LSD); t = 3.798; p < 0.001). Comparando-se especialmente
estas UAs “em pares”, pode-se verificar que a abundancia coletada em cada uma delas
foide: A=2.775; B =19.623; D = 11.656 e G = 12.271. Dentre elas, é possivel verificar a
formacdo de dois grupos (ver Tabela 1): aquelas que mantiveram sobre o solo sua

vegetacao natural rasteira (A e D) vs. aquelas que adicionaram bagag¢o de cana moido (B
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e G). Somando-se a abundéncia coletada em cada grupo, pode-se verificar que aquele
com vegetacao rasteira apresentou um numero de individuos (N = 14.431) inferior ao que
utilizou cana (N = 31.894). Além da cobertura vegetal, estes dois grupos apresentam UAs
que sofreram maior (D e B) e menor (A e G) interferéncia de manejos, sendo que, em
ambos os grupos, aquelas UAs com menos interferéncia apresentaram um menor numero
de individuos coletados.

Em relagcdo a flutuagdo populacional de Z. indianus, o Teste de Rayleigh (z)
apontou que a espécie apresenta temporalmente um pico populacional durante o verao,
sendo este proximo a janeiro (Figura 4), més em que se registraram umidades e
temperaturas mais elevadas, bem como uma maior precipitacdo. Analisando-se
espacialmente, um padrdo similar foi observado entre as UAs (Figuea 5), sendo a
excecao a esta afirmagao a UA D, que apresentou um pico no més de abril; no entanto,
registros de campo apontam a utilizacdo de produtos repelentes para aves neste periodo,
sendo que estes exalavam um forte odor adocicado, provavelmente atuando como um
atrativo para a espécie. Detectada esta sazonalidade no verao para Z. indianus (Tabela
2), o teste de Watson-Williams (F) revelou que ndo ha diferengas significativas entre as
UAs, exceto entre as UAs “A e B’ (F = 4.446; p = 0.047); ou seja, apesar das
individualidades encontradas entre as UAs, todas elas se assemelham quanto a
sazonalidade, sendo este um reflexo direto do comportamento da espécie ao longo do
ano.

Dados médios mensais oriundos da Estagdo Meteorolégica Feagri/Unicamp
revelam que, para o periodo de coleta, a temperatura maxima e temperatura minima
foram de 29,34 °C e 16,89 °C, respectivamente, enquanto a precipitacdo foi de 4,02 mm,
com umidade relativa maxima de 86,76% e umidade relativa minima de 45,80%.
Analisando estes dados (Figura 6), pode-se constatar que a temperatura minima (p =
0,0026), umidade minima (p = 0,0006) e precipitagao (p = 0,0039) se correlacionam com a
abundancia, diferentemente da temperatura maxima (p = 0,0708) e umidade do ar
maxima (p = 0,1005). Dessa forma, épocas em que ha temperatura amena, umidade
baixa e pouca precipitacdo sao desfavoraveis a esta espécie.

Em relagao a produgao do figo, pode-se constatar que a abundancia de Z. indianus
foi maior para o periodo de maior producéo de sicénios (novembro a maio), declinando
apos a poda dos figais (julho a agosto) (PIO et al., 2007; DALASTRA et al., 2009). Desta
informacao, destaca-se o fato de, mesmo antes da fase de amadurecimento dos sicénios,

Z. indianus ja estava presente nos figais, contaminando os frutos pequenos e verdes.
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4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, poucos foram os trabalhos desenvolvidos sobre ecologia e
dinamica populacional, bem como aspectos bioldgicos de Z. indianus (TIDON et al., 2003;
SILVA et al., 2005 a,b) e, dentre eles, nenhum havia sido realizado no ambiente em que
esta espécie recebeu o status de praga: as plantagbes de figo-roxo. No total, 420
armadilhas foram instaladas em sete figais ao longo de um ano, capturando 77.106
individuos; Esse valor € muito expressivo, por se tratar de um ambiente que produz frutos
para comercializagdo e onde os impactos com pragas agricolas deveriam ser minimos.
Deste montante, destaca-se o fato de Z. indianus ter sido coletada durante todos os
meses do ano, mesmo naqueles mais frios e secos, ou ainda, quando a poda drastica ja
havia sido realizada. Na tentativa de se compreender estes fendmenos, algumas
observacdes foram destacadas.

Fatores como intensidade da luz, temperatura e umidade relativa do ar exercem
certo controle sobre o periodo de atividades dos drosofilideos (SPIETH & HEED, 1972),
assim como a disponibilidade de recursos, sendo estas caracteristicas espécie-
especificas. Apesar dos drosofilideos apresentarem habitos diurnos, com periodos de
atividades relativamente curtos, aquelas espécies que foram capazes de se tornar
cosmopolitas, como o caso do género Zaprionus, tendem a ter um prolongamento desse
periodo, persistindo por mais tempo no ambiente, especialmente quando estes sao
pomares (SPIETH & HEED, 1972). Esse prolongamento, associado a adaptabilidade as
condigdes ambientais adversas (TIDON et al., 2003), pode ter contribuido para a
persisténcia de Z. indianus nos figais ao longo dos meses, além de fazer desta espécie,
um bom exemplo de invasora bem sucedida.

Este sucesso também € reconhecido quando analisam-se os niveis populacionais
ao longo deste estudo: Z. indianus apresentava baixos niveis logo apds a realizacdo da
poda drastica, conseguindo aumentar sua populagdo em 99,97% em apenas 4 meses.
Segundo SILVA et al. (2005a), essa capacidade de recuperagao pode estar associada a
fatores como: estratégias de colonizacao, coexisténcia com seres humanos, os quais lhes
proporcionam refugios e alimentos, além da ampla capacidade de expansédo e de
reintroducado em areas.

Além da variagdo temporal observada na abundancia de Z. indianus, outra
variagao, a espacial, pode ser constatada. Entre as UAs que apresentaram maior e menor
abundancia, coletou-se um numero de individuos com diferenca da ordem de sete vezes.

Varios fatores podem ter influenciado esta diferenciagdo, dentre eles: (a) disponibilidade
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de recursos; (b) associagdo entre substratos e leveduras, envolvidas no processo de
fermentacdo e capazes de atrair os drosofilideos; (b) diferencas na composi¢cao de
espécies que possam atuar como competidoras; (c) diferengas ambientais entre os locais
de coleta, como proximidade com fragmentos, pomares ou centros urbanos; (d) variagoes
nas condi¢gdes microclimaticas, (e) presenca de predadores e (f) agdo humana (SILVA et
al., 2005a).

Comparando-se especialmente os grupos de UAs formados em relagdo a cobertura
vegetal, observa-se que: aquele com vegetacdo rasteira apresentou um numero de
individuos (N = 14.431) inferior ao que utilizou cana (N = 31.894). Esta diferenga pode ter
ocorrido devido a dois fatores: (1) o fato de se manter a vegetacdo natural, além de ser
algo sustentavel, faz com que uma maior diversidade de insetos habitem aquele local, os
quais podem competir com ou predar Z. indianus e diminuir sua abundancia; (2) o fato do
bagaco de cana moido, quando em contato com o ambiente, iniciar seu processo de
fermentacao e liberar odores que sao atrativos a Z. indianus, pode ter aumentado sua
abundancia. Em relacdo aos manejos, aquelas UAs com menos interferéncia humana
apresentaram um menor numero de individuos coletados. A utilizagdo de uma vasta gama
de defensivos agricolas faz com que insetos que poderiam atuar como predadores e/ou
competidores de Z. indianus sejam erradicados das plantagdes. Acredita-se que, em
funcao disso, a UA A difere de todas as demais quanto a abundancia de Z. indianus, que
€ menor.

Com relacdo ao entorno dessas UAs, € possivel estabelecer um gradiente de
perturbacao: (UA B) inserida em bairro residencial arborizado; (UA A) entre residéncias e
outras monoculturas; (UA D) entre outras monoculturas e estas envoltas por casas e,
finalmente, (UA G) com outras plantagdes de figo e fragmentos de mata (zona rural). Uma
vez que Z. indianus vive em ambientes associados aos humanos, esse gradiente pode ter
proporcionado uma quantidade diferente de refugios, o que reflete diretamente na sua
capacidade de recuperagao populacional apds periodos desfavoraveis (SILVA et al.,
2005), como observado para as UAs B e D. Apesar da UA G ser excegdo a essa
condigao, ja que apresenta requisitos que favoreceriam uma baixa abundancia, outros
fatores atuantes devem ser destacados: registros de campo revelam ser esta a UA com
maior indice de abandono de sicdnios na plantacao, tanto nas plantas quanto no solo, o
que atrai demasiadamente esta espécie de drosofilideo. Este fato, portanto, justifica sua
alta abundéancia, bem como revela a importancia de um manejo adequado dos sicénios
descartados (STEIN et al., 2003).
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Contudo, pode-se observar que a abundancia de Z. indianus reflete uma somatoria
de fatores. Assim, plantagdes mais distantes de centros urbanos e préximas de vegetagao
natural, capazes de beneficiar suas plantas com manejos sustentaveis ou com materiais
que nao sejam tao fermentaveis e, utilizando-se de defensivos agricolas de forma
moderada, aparentam ter uma diminuigdo no numero de individuos dessa praga.
Contudo, testes mais especificos, associados aos laboratoriais, sdo necessarios para
confirmar essa suposigao.

Com relagao a variaveis ambientais, este estudo constatou uma correlagéo positiva
entre a temperatura minima, umidade minima, precipitagdo e a abundancia da espécie.
Outros trabalhos ja haviam destacado essa relagdo (GARCIA et al., 2008; SILVA et al.,
2005a). No entanto, a sobrevivéncia de Z. indianus para os meses mais frios e secos do
ano nao havia sido até entdo registrada. SILVA et al. (2005a) apresentam algumas
possibilidades para este fato, como presenca de diapausa e capacidade de reintrodugao
das populagdes via ilhas de calor associadas a urbanizagao, utilizadas como refugios. O
fato de Z. indianus ser polifaga e de existir uma diversidade de ambientes e substratos no
entorno das plantagbes estudadas no presente estudo, os quais provavelmente foram
utilizados por esta espécie quando em condi¢des desfavoraveis, pode ter contribuido para
sua sobrevivéncia.

Além disso, CUNHA & MAGALHAES (1965) apud SILVA et al. (2005a) sugerem
que, quando alteradas as variaveis ambientais, alguns parametros vitais dos drosofilideos
também podem ser afetados, dentre eles, fertilidade, tempo de desenvolvimento e tempo
de vida, tendo reflexos diretos na abundancia de suas populagcdes. Em contrapartida,
essa relagdo pode explicar o fato do pico populacional de Z. indianus ter ocorrido na
época mais quente e umida do ano (Janeiro/2011): o calor e a umidade alteram as
condigdes vitais destes animais, fazendo com que estes apresentem um nimero maior de
geracdes quando nessas condigdes (AMOUND et al., 1991), tendo consequentemente um

maior numero de individuos liberados na populacdo em relacdo aos meses mais frios.

Ficus e sua relagdao com os drosofilideos

O sicbnio apresenta-se, morfologicamente, como sendo um receptaculo oco que
contém centenas de flores sobre sua superficie interna e, estudos prévios indicam esta
inflorescéncia como sendo derivada da simbiose entre figos e vespas, sendo estas suas
polinizadoras (LACHAISE et al., 1982). No entanto, além dos polinizadores, os figos sédo

visitados por outros insetos frugivoros, dentre eles os drosofilideos.
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Como forma de defesa, evoluiram nos figos adaptagdes morfolégicas (como
pericarpo duro e grosso; exocarpo piloso) e quimicas (como alcaldides, taninos,
glicosideos flavonoides, triterpendides e polifenois) (LACHAISE et al., 1982). Durante sua
fase imatura, a protecdo quimica tem se mostrado mais eficiente, uma vez que é
produzido um latex que contém ficina (protease), atuante contra os frugivoros (LACHAISE
et al., 1982). Uma das regides mais vulneraveis do siconio € o ostiolo, o qual apresenta
como medida paliativa, fortes bracteas entrelagadas, as quais atuam como um “filtro
seletivo”, admitindo polinizadores e expulsando organismos prejudiciais (LACHAISE et al.,
1982). No entanto, as bracteas ndao tém sido suficientes para evitar a invasao dos
drosofilideos no interior da fruta.

Segundo LACHAISE (1977), conforme o sicénio vai amadurecendo, provavelmente
este libera substancias que sao atrativas para diferentes espécies de drosofilideos que,
por sua vez, acabam por ovipositar e contaminar o siconio nas suas diferentes fases de
maturacdo. Uma vez no seu interior, as larvas se desenvolvem e somente deixam o
siconio, via ostiolo, quando buscam o solo para empupar.

Apesar de Z. indianus n&o ser figo-dependente obrigatéria, no presente trabalho,
observou-se sua condicao de estabelecimento nos figais da regido de Valinhos (SP) e o
seu poder de infestacdo. Um estudo feito nas principais regides produtoras de figo do
Brasil demonstrou que Z. indianus necessita de uma constante térmica de 262,2GD
(graus dia) para completar seu ciclo bioldgico. Adicionalmente, em funcdo das condicoes
climaticas encontradas na cidade de Valinhos, esta foi apontada como sendo a regiao
onde esta espécie conseguiria ter um maior numero de geragdes ao ano, totalizando 16,6
(NAVA et al., 2007). Diante disso, medidas de controle se fazem extremamente
necessarias, nao somente na regido de Valinhos, mas em todas aquelas que s&o
produtoras de figo no pais, para diminuir drasticamente a populagao deste drosofilideo e,

consequentemente, diminuir seus danos.
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Tabela 1. Informagdes sobre as Unidades Amostrais (UA) e aplicagdes feitas pelos produtores (manejos) em cada uma delas durante o

periodo de estudo.

Plantagdes Manejos
Coordenada o
U.A. ) o 2 © g ® @ '§ © g § = g g g %
geografica j= S o 2 B 5 i) © § TE § g © © © o
© = S o T S 3 > € 8v £ = 2 £ 9o g8
@ T, o © & j= 3 ©O5 5 W =} o} @ o)
- = - < n = [ I £ va
47W 01’ 44~ Jd. Von Casas e Plantacao de Vegetacéao
A Junho 6000 2775 - - X X X X - - -
228 57’ 09” Zuben Goiaba rasteira
Condominio
47W 00’ 06” Jd. Morada . Bagago de
arborizado e Junho 8000 19623 - - X X X X - X -
23S 00’ 07~ do Sol Cana
Fragmento de mata
46W 59’ 477 Jd. Casas e Fragmento de Bagaco de
Junho 3000 10795 - X X - X X - X -
228 59’ 55” Maracana mata Cana
Plantagdes de lichia,
46W 58’ 43” o ) R Vegetagéo
Pinheiro goiaba, péssego e Julho 2000 11656 X X X X X X X X X
22S 58’ 36” rasteira
Fragmento de mata
46W 58’ 18” Plantacdo de figo e Bagaco de
Veneza Julho 2000 12885 - X X - X - - - -
22S 58 12 Fragmento de mata Cana
46W 57’ 48” Bagaco de
Frutal Plantacao de figo Julho 3000 7101 - X X - X X - X -
228 56’ 38” Cana
46W 57’ 47~ Plantacdo de figo e Bagaco de
Frutal Junho 4000 12271 - - X - X - - X -
22S 56’ 00” Fragmento de mata Cana
N total coletado: 77.106

Informacdes: Repelente = usado contra aves; Adubacgéo = esterco; Nutrientes = NPK e farelo de mamona.
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Tabela 2. Flutuagdo populacional de Zaprionus indianus: pico de abundancia durante o verao
(Teste de Rayleigh z).

UAs A B C D E F G
Angulo Médio (p)* 24,31° 33,314° 38,962° 48,117° 16,849° 44,349° 41,895°

Més janeiro janeiro janeiro fevereiro janeiro janeiro janeiro
Rayleigh Test (2) 40.889 105.265 95971 79.682 104.532 52.383 79.846
Rayleigh Test (p)** <1E-12 <1E-12 <1E-12 <1E-12 <1E-12 <1E-12 <1E-12

*Angulo Médio: tendéncia de aumento populacional e seus respectivos meses de ocorréncia.
** Rayleigh Test: valores significativos de p — sazonalidade observada para todas as UAs.
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Figura 1. Figais selecionados (UAs)
para a realizacdo deste estudo, na
regido de Valinhos (SP).
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Figura 2. Localizacdo geografica das Unidades Amostrais (de A a F) utilizadas neste
estudo.
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Figura 3. Armadilha para coleta de drosofilideos, modelo Matavelli & Von Zuben (2012),
utilizada nas plantagdes de figo durante a realizagdo deste estudo.
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Figura 4. Diagrama de rosas para a abundancia de Zaprionus indianus entre os
anos de 2010 e 2011: flutuagcdo temporal da populagdo durante o periodo de
amostragem. Angulo médio mostra uma tendéncia de aumento da abundancia
para o més de janeiro. Facetas pretas indicam um pico populacional entre os
meses de dezembro e janeiro.
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Figura 5. Diagrama de rosas para a abundancia de Zaprionus indianus:
flutuagédo espacial da populagédo durante o periodo de amostragem para cada
Unidade Amostral (de A a G). Angulos médios mostram uma tendéncia de
aumento da abundancia. Facetas pretas indicam os picos populacionais da
especie.
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Figura 6. Avaliacdo temporal entre abundancia de Zaprionus indianus e dados
climaticos para o periodo de amostragem. Abundancia = barras pretas. A =
Temperatura maxima: linha continua, Temperatura minima: linha pontilhada; B

= Umidade relativa maxima: linha continua, Umidade relativa minima:

pontilhada; C = Precipitagao: linha continua.

linha
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CAPITULO II.

Analise faunistica dos drosofilideos residentes nas culturas de figo-roxo
Ficus carica L. (Moraceae), na regiao de Valinhos (SP).

Cristiane Matavelli', Pedro H.S. Lopes?, Francisco Roque?,
Renata Alves da Mata?, Claudio J. Von Zuben® & Rosana Tidon?

1PPG-ZooIogia, Departamento de Zoologia/IB, Univ. Estadual Paulista, UNESP, Brasil.
2Departamento de Genética e Morfologia da Universidade de Brasilia, UnB, Brasil.
3Departamento de Zoologia/IB, Univ. Estadual Paulista, UNESP, Brasil.

RESUMO

Alguns estudos tem mostrado a importancia dos figos para os drosofilideos,
sendo estes usados como sitios de alimentagao e oviposi¢cdo. Uma vez que as
fémeas depositam seus ovos na regido do ostiolo e suas larvas se
desenvolvem no seu interior, estes frutos se tornam improprios para venda e
consumo, causando severos prejuizos econbmicos aos seus produtores.
Dentre as espécies residentes nas plantagdes de figo encontra-se Zaprionus
indianus, conhecida popularmente como a mosca-do-figo e considerada um
inseto-praga nesta cultura desde 2004. Apesar dos severos problemas que as
infestacdes causam nestas plantacdes, nenhum trabalho de monitoramento de
drosofilideos havia sido feito até o momento. Com isso, o objetivo deste
trabalho foi analisar a fauna de drosofilideos residentes nas plantagdes de figo-
roxo na regiao de Valinhos (SP), bem como suas flutuagdes populacionais.
Apds um ano de coletas, em oito plantagdes diferentes (cada qual designada
como uma Unidade Aamostral), um total de 117.489 drosofilideos foram
coletados. Dentre eles, foram encontrados exemplares de 33 espécies, sendo
oito exdticas (Drosophila buskii, D. hydei, D. immigrans, D. malerkotliana, D.
melanogaster, D. simulans, Scaptodrosophila latifasciaeformis e Zaprionus
indianus). Estas exoticas representaram 95% dos drosofilideos coletados,
sendo Z. indianus a espécie predominante com 71% da amostra. Entre as
neotropicais identificadas, encontram-se o0s géneros Rhinoleucophenga,
Leucophenga, Diathoneura e Drosophila. As flutuagcdes temporais nesta
comunidade foram intensas, variando de 145 (Set/2010) a 40.796 (Jan/2011)
individuos coletados. Nao houve diferenca entre o numero de drosofilideos
exoticos e neotropicais coletados nas diferentes Unidades Amostrais. Os
resultados aqui obtidos permitiram reconhecer os membros pertencentes a
assembleia comunidade de drosofilideos associados ao figo-roxo, bem como
compreender como se deram as interagdes entre as espécies ao longo das
invasodes nos figais.

Palavras-chave: ecologia de comunidades, espécies exoéticas, invasao
biolégica, mosca-do-figo.
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1. INTRODUGAO

A espécie Zaprionus indianus, introduzida acidentalmente no Brasil em
1999 (VILELA et al.,, 1999), tem causado severos problemas ecologicos e
econdmicos ao pais. Por ser uma das espécies com maior capacidade de
colonizagédo desse género (CHASSAGNARD & TSACAS, 1993), Z. indianus ja
foi registrada em centros urbanos (FERREIRA & TIDON, 2005) e nos diferentes
biomas brasileiros (DE TONI et al., 2001; LEAO & TIDON, 2004; ROHDE et al.,
2010; AMADOR et al., 2011; POPPE et al., 2012) sendo que, atualmente, sua
distribuicdo ja abrange todas as regides do pais (AMADOR et al., 2011).
Estudos envolvendo a relacédo desta espécie invasora com as comunidades de
drosofilideos tém revelado que Z. indianus é capaz de interferir nas estratégias
de sobrevivéncia das espécies de drosofilideos nativos, além de alterar
aspectos como riqueza, abundancia e estabilidade destas comunidades
(CASTRO & VALENTE, 2001; SILVA et al., 2005).

Contudo, foram nas monoculturas de figo-roxo Ficus carica L.
(Moraceae) que esta espécie-praga melhor se adaptou, causando severos
prejuizos econdmicos aos produtores brasileiros e recebendo o status de
espécie-praga cinco anos apos sua introducado (RAGA et al., 2003; STEIN et
al., 2003; KATO et al., 2004). Estudos prévios mostram que, de forma geral, os
sicbnios das figueiras sao utilizados pelos drosofilideos como microhabitats
importantes para sitios de alimentagdo e oviposicdao (LACHAISE, 1977,
LACHAISE et al., 1982). Neles, as fémeas depositam seus ovos na regido do
ostiolo e suas larvas se desenvolvem no seu interior, tornando-os improprios
para venda e consumo.

Com a presenca de Z. indianus esta infestacdo se torna ainda mais
prejudicial, ja que suas fémeas depositam os ovos em sicOnios ainda no inicio
da sua fase de maturagdo (STEIN et al.,, 2003). Uma situagdo semelhante
também foi registra no bioma Cerrado, em frutos verdes de Solanum
lycocarpum St. - Hil. (Solanaceae), nos quais Z. indianus foi a espécie
predominantemente coletada (LEAO & TIDON, 2004). Esta capacidade de
infestar frutos imaturos ja havia sido relatada por LACHAISE et al. (1982) em
figos  afrotropicais. Segundo este autor e seus colaboradores,
independentemente da espécie de figueira, existe um padrdo sucessional de
infestagdo entre as espécies de drosofilideos e a fase de amadurecimento
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destes siconios. Assim, estes seriam atacados inicialmente por espécies do
género Zaprionus, ainda imaturos (verdes), e posteriormente pelas espécies do
género Drosophila, grupo melanogaster, quando os frutos estariam maduros e
iniciando seu processo de apodrecimento. Com isso, figais que sdo invadidos
por Zaprionus tendem a perder boa parte da sua produ¢do, uma vez que as
frutas sao infestadas antes mesmo de iniciarem seu periodo de
amadurecimento e colheita. Na safra de 1999 em Valinhos (SP), por exemplo,
houve um prejuizo de 40% das frutas voltadas ao mercado interno e 80% das
exportagoes tiveram de ser descartadas (STEIN et al., 2003).

Apesar dos severos problemas que as infestagdes destes drosofilideos
causam nestas plantagées, nenhum trabalho sobre variacdo temporal da
assembleia residente nos figais havia sido feito até o momento. Outros, nesta
linha, ja foram realizados em outras regiées do pais e em outros ambientes
(GOTTSCHALK et al., 2003; TIDON, 2006; POPPE et al., 2012), varios deles
revelando serem as espécies exoéticas, como Z. indianus e Drosophila
simulans, as mais abundantes (CASTRO & VALENTE, 2001; GOTTSCHALK et
al., 2003). Porém a abundancia das espécies de drosofilideos varia fortemente
entre as estagcdes do ano, ocorrendo desta forma uma alterndncia na
dominancia das espécies na assembleia ao longo dos meses. A espécie Z.
indianus, por exemplo, tende a ser mais abundante nos meses inicias da
estagdo chuvosa, diminuindo gradativamente, a medida que os meses de seca
se aproximam (CASTRO & VALENTE, 2001; SILVA et al., 2005).

Alguns estudos demonstram que esta dominancia de drosofilideos
exoticos invasores pode estar relacionada a fatores como flexibilidade na
adaptacdao a novos ambientes (TIDON et al., 2003) e associagcao com
ambientes mais antropizados (CASTRO & VALENTE, 2001; GOTTSCHALK et
al. 2003). Estes fatores justificam a maior abundancia de Z. indianus e de D.
simulans nas plantagdes de frutiferas no estado de Sdo Paulo, ambientes
fortemente antropizados (PIRES & BELO, 2005). Avaliagcbes feitas nestas
plantacdes, as quais abrangiam as culturas de abacate, laranja, manga,
goiaba, figo, péssego e ameixa, indicaram que Z. indianus compunha 39,28%
da assembleia de drosofilideos ali presentes, seguida por D. simulans, com
38,24%. Coletas pontuais em plantagdes de figo, realizadas em 2001 em

Valinhos (SP), apontaram Scaptodrosophila latifasciaeformis, uma espécie
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exotica, como a mais abundante (52,49% da amostra), acompanhada por Z.
indianus (43,90%).

Desta forma, acredita-se que conhecer como flutua a assembleia de
drosofilideos residentes nas plantagdes de figo ao longo dos meses seria um
primeiro passo para se entender a dindmica das populagdes ali inseridas. Em
especial, investigar a relagado entre a flutuagdo populacional de Z. indianus e
dos demais drosofilideos, pode ser um fator que contribua para futuros
trabalhos de gestao contra esta espécie-praga nessas plantagées. Com isso, 0
objetivo desse trabalho foi realizar uma analise faunistica da assembleia de
drosofilideos residentes nas plantagdes de figo-roxo na regido de Valinhos
(SP), uma tradicional e importante produtora do pais, e analisar a flutuagado

populacional ao longo de 12 meses das principais espécies nela existentes.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido em plantac¢des de figo-roxo (N = 8) da regido de
Valinhos (SP). Segundo a classificacdo de Koeppen, o clima dessa regido é
caracterizado como subtropical umido (CEPAGRI; SANTIN, 1999). A vegetacéao
da regido era composta por um mosaico de fitofisionomias, abrangendo floresta
estacional semidecidual, vegetagdo rupestre dos lajedos rochosos, matas
brejosas e cerrados (SANTIN, 1999). Porém, nas ultimas décadas, estes foram
sendo transformados em plantagbes de monoculturas, estando atualmente em
processo de extingdo. Dentre estas plantagbes destaca-se a cultura do figo-
roxo, variedade roxo-de-Valinhos. Dentre as oito plantacbes selecionadas
(Figura 1), uma se encontra no limite com a cidade Campinas (A) e as demais
em Valinhos (B, C, D, E, F, G e H). Cada uma destas plantagbes foi
considerada como sendo uma Unidade Amostral (UA).

Coletas foram realizadas mensalmente, de setembro de 2010 a agosto
de 2011, com o uso de armadilhas (modelo MATAVELLI & VON ZUBEN,
2012). Cada UA recebeu um transecto linear (80 m de extensao), composto por
cinco armadilhas (distantes 20 m uma das outras). Padronizou-se a instalagéo
da primeira armadilha na borda da plantacéo, ficando a quinta no seu interior.
Foram utilizados 150 ml de isca em cada armadilha, as quais foram presas nos
galhos das arvores a uma altura de 50 a 70 cm do solo. A isca utilizada era

preparada a base de banana nanica e agua (proporcao de 2:1), acrescida de
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fermento biolégico Saccharomyces cerevisiae (1% em relagdo ao peso da
banana utilizada), preparada em liquidificador e fermentada por no minimo 36 h
antes do inicio das atividades no campo.

As armadilhas ficaram expostas no campo por 72 horas. Apds este
periodo, os individuos adultos coletados foram transportados para o
Laboratorio de Entomologia | — UNESP/Rio Claro para triagem. Nele, os
drosofilideos foram separados dos demais insetos coletados e, os individuos
de Z. indianus foram identificados e tiveram sua abundéncia registrada. Os
drosofilideos restantes foram enviados ao Laboratério de Biologia Evolutiva da
Universidade de Brasilia (UnB) para identificagdo e quantificagao.

Durante todo o periodo de estudo, condicbes como temperatura
ambiental, umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica foram
registradas através da Estacdo Meteorologica Feagri/Unicamp, sendo estas

informagdes contrastadas com a abundancia dos drosofilideos coletados.

3. RESULTADOS

Um total de 117.489 drosofilideos foram coletados, distribuidos em 33
espécies. Destas, oito sdo exdticas para a regido Neotropical: Drosophila
buskii, D. hydei, D. immigrans, D. malerkotliana, D. melanogaster, D. simulans,
Scaptodrosophila latifasciaeformis e Zaprionus indianus (Tabela 1). A
somatoéria da abundancia destas espécies representa 95% dos drosofilideos
coletados, sendo Z. indianus a espécie predominante, com 71% da amostra
(Figura 2). Entre as neotropicais identificadas, encontram-se os géneros
Rhinoleucophenga, Leucophenga, Diathoneura e Drosophila (Tabela 2).

As flutuacbes temporais nesta comunidade de drosofilideos foram
intensas. Abundancias mensais variaram de 145 (Set/2010) a 40.796
(Jan/2011), sendo deste montante 79% e 98% referentes a espécies exdticas,
respectivamente. Nao constatou-se uma diferenga discrepante entre o numero
de drosofilideos exéticos e neotropicais coletados nas diferentes UAs.

A abundancia relativa das espécies exdticas foi maior do que a das
neotropicais durante todo o ano, com predominéancia de Z. indianus durante o

periodo mais quente e umido e de D. simulans durante nas épocas mais frias e
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secas do ano (Figura 3). Nestas ultimas, a propor¢ao de espécies neotropicais

também atingiu seus niveis mais elevados.

4. DISCUSSAO

Estudos envolvendo invasdes biolégicas sao de extrema importancia,
uma vez que estas tem causado uma grande reducdo da biodiversidade
endémica dos locais invadidos, ameacgando a funcionalidade dos ecossistemas
receptores. Dentre as causas destas invasbes encontram-se as atividades
humanas, como a agricultura, promovendo introdugdes intencionais e
acidentais. Embora muitos ndo sobrevivam, os individuos persistentes sao
capazes de causar graves prejuizos (KOLAR & LODGE, 2001).

Dentre as espécies coletadas no presente estudo, constatou-se que 95%
da amostra eram referentes a espécies exoticas. Dentre elas, espécies
cosmopolitas como Drosophila buskii, D. hydei, D. immigrans, D. melanogaster
e D. simulans. Todas elas ja foram registradas nos seis reinos zoogeograficos
(Paleartica, Neoartica, Neotropical, Etiope, Oriental, e Australiano) (PARSONS
& BOCK, 1979). A eficiente dispersdo destas espécies ocorreu por suas
associacbes com ambientes antropizados, uma vez que estes proporcionam
aos drosofilideos a possibilidade de serem transportados pelos humanos para
novos ambientes (PARSONS & BOCK, 1979). O mesmo fato aconteceu com Z.
indianus. Por ser uma espécie polifaga e exibir adaptacdes que |he permitem
viver em condi¢des climaticas adversas (PARKASH & YADAYV, 1993; VILELA et
al., 1999), Z. indianus teve sua dispersdo associada ao comércio global de
frutas (VILELA et al., 1999).

O numero total de drosofilideos coletados neste estudo foi de 2,5 a 9
vezes maior que nas areas de vegetagdo natural e centros urbanos
(GOTTSCHALK et al. 2003; TIDON, 2006; POPPE et al., 2012), dado o seu
poder de infestagdo em monoculturas. Em especial, destaca-se a
predomindncia de Z. indianus e D. simulans. Este fato corrobora as
informagdes apresentadas por PIRES & BELO (2005), as quais indicavam
serem estas duas espécies as mais abundantes das plantacdes de frutiferas do

estado de Sao Paulo.
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Contudo, avaliagdes pontuais feitas em plantagdes de figo da cidade de
Valinhos, no ano de 2001 (PIRES & BELO, 2005), ou seja, aproximadamente
dois anos apdés a invasao de Z. indianus, apontavam as espécies D.
latifasciaeformis (52,49%), Zaprionus indianus (43,90%), D. simulans (1,37%),
D. sturtevanti (1,06%), grupo willistoni (0,74%), D. paranaensis (0,31%), e D.
nebulosa (0,10% da amostra), como sendo a assembleia presente nesta
regido. Contudo, apdés 10 anos deste estudo, foi possivel constatar a inversao
de espécies e no numero de individuos coletados, sendo hoje Z. indianus e D.
simulans as predominantes. Independente das diferencas nas metodologias
utilizadas, acredita-se que em 2001 Z. indianus ja se encontrava em processo
de predominancia entre os drosofilideos ali presentes, ndo sendo a de maior
abundancia na época em funcao do seu pouco tempo de introdugao, fato este
totalmente revertido nos dias atuais e que reforga o status adquirido por ela ao
longo do tempo: o de espécie-praga.

Dentre as flutuagdes temporais ocorridas neste estudo, destacam-se a
predominéancia de Z. indianus e D. simulans sobre as demais espécies durante
todo o estudo. De forma mais especifica, destaca-se o fato da abundancia
relativa das espécies exoticas terem sido maior do que a das neotropicais
durante todo o ano, variando entre 70 e 90% (proporgdes minima e maxima,
respectivamente). Z. indianus foi dominante (variagdo de 28 a 75%) em
periodos mais quantes e umidos do ano (verdo e o outono), encontrando-se
nele as estacdes caracterizadas por temperatura, umidade e precipitacdo mais
elevadas. Nos periodos mais frios e secos (inverno e primavera), com a
diminuicdo da temperatura, umidade e da precipitagdo, a abundancia de Z.
indianus também regrediu, fato que corrobora as informagdes divulgadas por
CASTRO & VALENTE (2001). Por outro lado, foram nestes periodos mais frios
e secos que D. simulans passou a predominar na assembleia (variagao de 62 a
86%) e a proporgdo de neotropicais atingiu seus niveis mais elevados
(variando entre 20 e 30%).

Acredita-se que este aumento na abundéancia de Z. indianus nas épocas
mais quentes possa ser explicado em fungdo dos dados climaticos
caracteristicos da regido de Valinhos: segundo NAVA et al. (2007), Z. indianus
necessita de uma constante térmica de 262,2GD (graus dia) para completar
seu ciclo biologico e, diante das condi¢des térmicas encontradas em Valinhos,
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esta regido seria onde esta espécie conseguiria ter um maior numero de
geragdes ao ano. Desta forma, para as épocas mais quentes do ano, tem-se

um aumento do numero de novos individuos liberados no ambiente.

Por fim, os resultados aqui apresentados apontam serem duas as
espécies exoticas dominantes nas assembleias de drosofilideos nos figais: Z.
indianus e D. simulans. A predominancia dessas espécies se alterna durante
as estacdes, sendo que Z. indianus € dominante no verdo e outono e D.
simulans, no inverno e primavera. Entender os fatores determinantes da
retracdo e expansdo das populagdes destas espécies, bem como a forma
como interagem entre si e com o ambiente, podem ser informagdes adicionais
que auxiliem futuros trabalhos de gestdo e manejo voltados a elas. Ademais, os
resultados aqui apresentados possibilitaram reconhecer os membros
pertencentes a assembleia de drosofilideos nos figais, além de permitirem
compreender como novas interacdes entre estas espécies foram ocorrendo,

conforme estas foram se estabelecendo nos locais invadidos.
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Tabela 1. Assembleia de drosofilideos exéticos coletados em plantagées de figo-roxo (Valinhos/SP) e sua relagdo com a produgao de figo.

Coleta/taxon set-10 out-10 nov-10 dez-10 jan-11 fev-11 mar-11 abr-11 mai-11 jun-11 jul-11 ago-11 total
Zaprionus indianus Gupta, 1970:63 8 105 2667 21057 32446 7159 6834 9371 1914 1529 60 93 83243
Drosophila simulans Sturtevant, 1919:153 100 1026 1204 1808 6187 921 1291 2040 454 310 578 1502 17421
Scaptodrosophila latifasciaeformis Duda 1940:22 0 2 9 291 1186 849 2378 1920 3458 748 30 11 10882
Drosophila malerkotliana Parshad and Paika, 1964:235 0 0 2 2 17 23 41 218 0 1 0 0 304
Drosophila buskii Coquillett, 1901:18 1 14 5 1 8 0 1 1 3 4 5 39 82
Drosophila immigrans Sturtevant, 1921:83 0 0 0 8 3 1 3 7 1 6 1 7 37
Drosophila melanogaster Meigen, 1830:85 4 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 8
Drosophila hydei Sturtevant, 1921:101 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3

Total: 111.980

Meses de producao de figo X X X X X X X
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Tabela 2. Assembleia de drosofilideos neotropicais coletados em plantagdes de figo-roxo (Valinhos/SP) e sua relagdo com a produgao de figo.

Coleta/taxon set-10 out-10 nov-10 dez-10 jan-11 fev-11 mar-10 abr-11 mai-11 jun-11 jul-11 ago-11 total
Drosophila mercatorum Patterson and Wheeler, 1942:93 15 4 70 249 223 60 106 210 286 411 259 458 2351
Drosophila sturtevanti Duda, 1927:167 0 0 0 2 71 39 137 363 647 111 5 6 1381
Drosophila cardini Sturtevant, 1916:336 0 1 8 65 604 120 107 147 58 49 2 2 1163
Drosophila nebulosa Sturtevant, 1916:327 0 0 0 23 19 33 36 98 18 1 0 0 228
Drosophila Fallen, 1823:4 0 0 0 28 2 0 29 2 24 25 14 12 136
Drosophila willistoni Sturtevant, 1916:327 0 0 0 3 7 0 19 35 10 3 0 0 77
Drosophila meridionalis Wasserman, 1962:88 10 34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 44
Rhinoleucophenga Hendel, 1917:44 0 0 9 3 3 0 0 0 0 22 1 3 41
Drosophila nigricruria Patterson and Mainland in Patterson, 1943:136 2 8 9 3 1 0 16 0 0 0 0 0 39
Drosophila mediostriata Duda, 1925:223 0 0 0 1 2 1 5 1 0 0 0 1 11
Drosophila flexa Loew, 1866:182 0 0 0 0 7 0 0 0 0 1 0 0 8
Rhinoleucophenga obesa Loew, 1872:102 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 3 7
Drosophila polymorpha Dobzhansky and Pavan, 1943:19 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 3
Drosophila griseolineata Duda, 1927:161 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Drosophila ararama Pavan and da Cunha, 1947:45 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Drosophila paraguayensis Duda, 1927:185 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Drosophila bromelioides Pavan and da Cunha, 1947:24 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Drosophila paranaensis Barros, 1950:266 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Rhinoleucophenga personata Malogolowkin, 1946:422 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Rhinoleucophenga capixabensis Culik and Ventura, 2009:418 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Leucophenga Mik, 1886:317 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Drosophila cardinoides Dobzhansky and Pavan, 1943:21 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Drosophila neoelliptica Pavan and Magalhaes in Pavan, 1950:13 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Drosophila serido Vilela and Sene, 1977:295 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Diathoneura Duda, 1924:180 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Total: 5.509

Meses de produgao de figo X X X X X X X
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execucao deste estudo.
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Figura 2. Flutuacao temporal da abundancia dos drosofilideos coletados nas
plantacdes de figo (Valinhos — SP). Linha vermelha: abundancia total de
drosofilideos.
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Figura 3. Dados climaticos registrados para a época das coletas nos figais
(tridngulos cheios: temperatura maxima média, tridngulos vazios: temperatura
minima meédia; circulos cheios: umidade relativa maxima média, circulos
vazios: umidade relativa minima média).
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CAPITULO III.

Post-Embryonic Development in Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae)
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ABSTRACT

The objectives of this study were to determine the number of instars of Zaprionus indianus,
a fly that is considered a pest on fig plantations; analyze the pupation process; and
characterize the morphology of the immature stages. This information would fill a gap in
the knowledge regarding Z. indianus development. The post-embryonic development of
this species was studied using Dyar’s rule to characterize the immature stages of the fly.
Additionally, the morphological structures were analyzed by scanning electron microscopy
(SEM). Following Dyar's rule, Z. indianus exhibited three larval instars. Pupae were formed
in higher numbers during the morning and 5 d was the average time until adult emergence.
The M:F sex ratio in this population was 1:1, with a higher emergence of females during
the first 72 h. During the morphological analysis, the following structures were observed:
(egg) chorionic cells, respiratory filaments and micropyle; (larvae) body segments,
intersegmental spines, antennae, the maxillary palp complex, sensilla, tubercles, and
anterior and posterior spiracles; and (pupae) filaments that originated in the anterior
spiracles and the presence of spines along these filaments. Some of these characteristics
were slightly different from those observed in other drosophilids, which provides a
taxonomic quality to these characteristics. Additionally, these results may facilitate future
studies on the biology, ecology and control of this species.

Keywords: larval morphology, Dyar's rule, immature stages, pupation process, scanning
electron microscopy.

1. INTRODUCTION

The species Zaprionus indianus (Diptera: Drosophilidae), which originated in the
Afrotropical region (VILELA et al. 1999), was accidentally introduced into Brazil in 1999
and observed for the first time in the Santa Isabel municipality, Sdo Paulo state (VILELA
1999; STEIN et al. 2003). This species has great dispersion and colonization capacities
and quickly expanded across all regions of Brazil, attacking both monocultures and native
fruit trees from the Cerrado (Brazilian savannah) to the Atlantic Forest (DE TONI et al.
2001; LEAO AND TIDON 2004).

Zaprionus indianus has caused severe losses to both domestic and export trades,

particularly in the production of the purple fig fruit (Ficus carica) (VILELA et al. 2001).
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Females of this fly species use the fruit ostiole for oviposition, making the fruits inedible for
humans (VILELA et al. 2001). Although it has been 10 y since the species was introduced
into Brazil and the economic devastation caused by this drosophilid began, only a few
biological aspects of this species have been investigated thus far. STEIN et al. (2003)
showed that Z. indianus has an incubation period ranging from 1.0 to 1.5 d, larval
development stages ranging from 8 to 13 d, and a pupation period ranging from 4 to 9 d.
Despite these data, the morphological changes and number of larval instars of this fruit fly
remain unknown.

To facilitate the characterization of the immature stages of several species of flies, a
number of techniques have been developed, including morphological structure analysis
(LAWRENCE 1979) with scanning electron microscopy (SEM), the determination of the
number of instars through cephalic capsule measurement, and description of the pupation
processes (BAKKER 1969). SEM, among other techniques, has been utilized in
morphological studies, including the study of ultra-structural features and the study of
immature individuals (DEY 1999; MENDONCA et al. 2010). However, SEM studies of the
immature stages of Diptera usually focus on the last larval stage, and only a few species of
Diptera have had their early stages analyzed (KITCHING 1976). This is most likely related
to the small size of the larvae and the short time span of early instars (SZPILA et al. 2008),
which can as little as 24 h. Although SEM is commonly used in several countries, only a
few studies have been performed with this technique in Brazil on the immature stages of
Diptera (MENDONCA et al. 2010).

According to Dyar’s rule (1890), the larval head width Lepidoptera follows a regular
geometric progression of growth and can be used to differentiate instars. This rule has
been applied to several different orders, such as Lepidoptera, Coleoptera and
Hymenoptera (PARRA AND HADDAD 1989; ZARA AND CAETANO 2001; ZARA et al.
2010). In Diptera, the rule has been successfully applied to species such as Liriomyza
sativae (PETITT 1990) and Simulium rubrithorax (ALVAN-AGUILAR AND HAMADA 2003).
Additional studies on the pupation and emergence processes can help to elucidate
aspects of the development of dipterans. Some studies of this nature, involving the family
Drosophilidae, were performed on Drosophila melanogaster (HARKER 1965a) and D.
pseudoobscura (SKOPIK AND PITTENDRIGH 1967).

Based on this information, the objectives of this study were as follows: (1) determine
the number of instars in Z. indianus using Dyar’s rule; (2) characterize the pupation
process of the species; and (3) use SEM to morphologically characterize the immature
stages of Z. indianus.
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2. MATERIALS AND METHODS

21. Eggs, Larvae, Pupae and Determining the Number of Instars

Adult of Z. indianus were collected at the Universidade Estadual Paulista, Rio Claro
city, Sao Paulo state, Brazil and kept at the Entomology | Laboratory. Three hundred sixty
eggs were used for this study. The eggs were divided into 12 containers with 30 eggs
each. Both parental and immature F4 individuals were housed inside a climatized chamber
(B.O.D.) at a temperature of 25 £ 1 °C, relative humidity of 60 £ 10%, a 14 L/10 D cycle,
and ad libitum food (artificial diet based on banana). Every 24 h, a container was removed
from the B.O.D., and its individuals were measured. The lengths of the eggs were
measured from the filament insertion to the posterior region. The larvae were measured
from the tip of the mouth to the posterior spiracle, and the pupae were measured from the
filament insertion to the final portion of the posterior spiracles. These measurements were
obtained with a stereoscopic microscope and micrometer ruler.

The width of the head of 300 Z. indianus larvae was recorded. Head width was
referred to as "cephalic capsule", according to the nomenclature already stipulated by the
technique used here (DYAR 1890; PARRA AND HADDAD 1989), in order to facilitate
understanding of the measurements performed. Sturges’ rule (STURGES 1926) was
applied to the data on cephalic capsule measurements to provide the optimal intervals for
class sizes. According to Dyar’s rule protocol, the peaks observed in the frequency
distribution of the capsules indicate the number of larval instars of the species (DYAR
1890; PARRA AND HADDAD, 1989). Every 24 h, one individual was removed from the
chamber for measurements. Prior to the measurement procedure, all individuals to be
analyzed were washed with insect physiological solution (7.5 g NaCl, 2.38 g Na;HPO4,
272 g KH,PO4 and 1,000 ml distilled water) to remove food residue. For accurate

measurements, the larvae were anesthetized and sacrificed by thermal shock.

2.2. Pupation Process

One day after eclosion, the larvae (N = 20) were provided ad libitum food (10 g),
placed inside the containers and maintained in B.O.D. (25 + 1 °C; relative humidity 60-
75%; 14 L 10E) for pupation. For this procedure, five replicates were performed with the
same F¢ generation and the same lot of food. After the formation of the first pupae, the
containers were observed during the day to verify the formation of other pupae. The
containers were observed every 3 h during the first two days of development (at 06 a.m.,
09 a.m., 12 p.m., 03 p.m. and 06 p.m.), every 6 h from the third to the ninth day (at 08
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a.m., 02 p.m. and 08 p.m.), and every 24 h from the 10" day to the end of pupae formation
on the 12" day (at 12 p.m.). At each observation, the pupae were cleaned of food residue,
had their width and length measured, were individually weighed, and then stored in labeled
Eppendorf tubes placed in the B.O.D. until the adult emergence, when they were finally

sexed.

2.3. Scanning Electron Microscopy

Ten individuals of each of the immature stages (i.e., eggs, larvae and pupae), were
randomly sampled and fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH
7.2) for 48 h. After the fixation process, the samples were washed three times in the same
buffer, post-fixed in 1% osmium tetroxide and dehydrated in an ascending acetone series
from 50 to 100%. The samples were critical point dried in a Balzers CPD 030 with COx.
The specimens were mounted on stubs and sputter-coated with gold in a sputtering
Balzers SCD 050. The larval instars were defined by the width of the cephalic capsule for
each individual. All images were captured and digitalized using a Hitachi TM3000 SEM
with a 15 Kv electron beam. Some third instar larvae required the SEM to be used in the
environmental mode (low vacuum). For these larvae, the same fixation, buffering and
dehydration procedures were performed; however, the critical drying point and gold

vaporization were not necessary.

3. RESULTS

3.1. Eggs, Larvae, Pupae and Determining the Number of Instars

Length measurements that were recorded during the immature stages of Z.
indianus revealed an average size of 0.57 £ 0.05 mm for eggs, 1.57 £ 0.75 mm for first
instar larvae, 3.93 + 0.53 mm for second instar larvae, 5.97 * 0.47 mm for third instar
larvae, and 3.08 £ 0.17 mm for pupae.

The distribution frequency of the cephalic capsule widths demonstrates the
occurrence of three larval instars (Fig. 1). The cephalic capsule width of the first instar was
up to 0.33 mm, whereas the cephalic capsule width of the second instars ranged from 0.34
to 0.69 mm, and the cephalic capsule width of the third instars was greater than 0.69 mm.
The variation amplitude and average values of the cephalic capsules for each Z. indianus
larval instar and the standard deviations are found in Table 1. The growth of the cephalic

capsule follows a geometric progression (Fig. 2) with a ratio of 2.12.
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3.2. Pupation Process

Of the 100 larvae at the beginning of the experiment, 99 progressed to the pupal
stage and 93 progressed to the adult stage. Our observations indicated that the pupae
appeared in greater abundance during the morning period (Table 2). Adult emergence
occurred from 4 to 6 d after pupa formation, with the majority of adults emerging on the
fifth day (Table 3). The M:F sex ratio in this population was 1.1, indicating a proportion
close to 1:1. However, the male and female emergence ratio varied throughout the
experiment (Fig. 3), initially showing (up to 72 h) a greater emergence of females
(unweighted means ANOVA; F(190) = 5.907; p = 0.017). The measurements (length, width
and weight) were obtained from individual pupae, sexed after adult emergence. The
obtained values suggested that female pupae were longer and wider (Table 4); however,
there was no statistically significant difference compared to the male pupae (one-way
ANOVA; F3 89 = 1.421; p = 0.241).

3.3. Morphological Analysis of Stages

Zaprionus indianus eggs are elongated (Fig. 4A) and milky-white in color. The
chorion presents pentagonal and hexagonal cells with borders that are lightly projected
(Fig. 4B). Four filaments and the micropyle are located on the anterior region of the egg
(Fig. 4C). These filaments have aeropyles along their length (Fig. 4D), unlike the
micropyle, which has only one orifice in its interior (Fig. 4E).

First instar larvae have a yellow coloration, and in the SEM images, 12 body
segments can be identified (Fig. 4F). The segments have triangle-shaped intersegmental
spines (wide base and narrowing tip) of different sizes (Fig. 4G). The cephalic region is
composed of a pair of antennae in the dorsal region and one maxillary palp complex in the
ventral region (Fig. 4H). The presence of a few spines near the mouth and mouth hooks
and a row of sensilla surrounding the head can be observed ventrally (Fig. 41). In this
developmental phase, it is possible to observe only the posterior spiracles (Fig. 4J) that
are surrounded by well-developed spiracular hairs.

In the second instar larvae, morphological modifications, such as those in the
posterior spiracles, were observed (Fig. 5A). The intersegmental spines are shorter, with a
serrated shape. The cephalic region is more developed, and the presence of the antennae
can be observed (Fig. 5B). Both anterior and posterior spiracles are well developed. The
anterior spiracles (Fig. 5C) have an orifice surrounded by a depression, and in the
posterior, spiracles with an orifice composed of slits surrounded by spiracular hairs was

observed (Fig. 5D). The posterior region of the body is completely covered by spines, in
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addition to a few tubercles, which consist of a robust base and narrowed tip (Fig. 5E).

In the third instar larvae, the segments are deeply marked by intersegmental spines,
which are short, with some differences in size and direction (Fig. 6A). The cephalic region
is completely developed with mouth hooks (Fig. 6B), the maxillary palp complex (Fig. 6C),
and anterior spiracles (Figs. 6D and 6E). Moreover, tubercles that cover the entire
posterior region of the body are distributed in groups of three (Figs. 6F and 6G). The
posterior spiracle finishes its development during this instar stage, with an opening
surrounded by six slits and three papillae (Fig. 6H).

Recently formed pupae of Z. indianus present a yellow coloration that darkens to a
brown as pupal development progresses. The SEM images show that the pupae also have
the anterior region that is larger than the posterior region (Fig. 7A). The anterior spiracles
observed in the third instar larvae modify into filaments, which possess nine spiracular
ramifications (Fig. 7B), each with rounded tips (Fig. 7C). The posterior spiracles are
located at the narrower end of the pupa (Fig. 7D). On the tegument, triangular-shaped

spines are observed along the entirety of the pupa (Fig. 7E and 7F).

4. DISCUSSION

Based on the measurements of the cephalic capsule, it was determined that Z.
indianus larvae have three instars, which is consistent with other studies on drosophilids
(TYLER 2003). By analyzing the results of these measurements, a more pronounced
growth was observed between the first and second instar compared with the period
between the second and third instar. Generally, arthropods have an uneven growth rate,
even when the food supply is constant; this difference could be due to structural
limitations, such as mouthpart sizes or to differences in their ability to accumulate and
assimilate food in the different stages (HUTCHINSON et al. 1997). According to
HUTCHINSON et al. (1997), the conflict between delaying or anticipating ecdysis results in
an optimal interval for each instar stage to maximize size and reserve gain. This is called
the Investment Principle. The occurrence of this optimal interval in Z. indianus requires
further studies.

According to Dyar’s rule, cephalic capsule growth follows a geometric progression,
increasing at an average ratio of 1.40 for Lepidoptera, with extremes of 1.10 and 1.90
(PARRA AND HADDAD 1989). The cephalic capsule width in Z. indianus grows at a ratio
of 2.12. Even with a growth ratio between the first and second instars that is higher than
that proposed by Dyar (1890), the growth ratio of the cephalic capsules does in fact follow

a geometric progression. Several authors studying a number of insect orders have
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previously challenged the growth ratios of a certain species proposed by Dyar because
they did not obtain the same numbers (HUTCHINSON et al. 1997). Other studies have
also revealed that the constant growth relationship between instars as shown by Dyar is
not as faithful as once thought (GAINES AND CAMPBELL 1935 apud HUTCHINSON et al.
1997). DALY (1985) provides some examples of growth rates with different amplitudes
than those described by DYAR (1890) for several orders. However, according to the
author, even in situations when the results do not completely follow the predictions of
Dyar, the cephalic capsule measurements should be plotted in graphics to viewing the
distribution frequency peak, thus facilitating the detection of the number of instars for a
certain species.

After reaching the third instar, drosophilid larvae search for a suitable location for
the pupation process (TYLER 2003). Similar to other drosophilids, Z. indianus pupae have
a yellow color soon after formation and become brown later in development. The body size
is also consistent in comparison with measurements made for other species of
Drosophilidae (TYLER 2003). Studies on Drosophila have demonstrated that the pupae
have a broad development period, which is reflected in the time for adult emergence
(HARKER 1965b). Larvae that pupate within a 24 h period will produce adult flies over a
period of several days. This pattern was observed in the present study because adult
emergence varied from 4 to 6 d, and this type of variation is most likely due to the role that
circadian rhythms play in the progression of phases of development (HARKER 1965b).
Moreover, other studies have shown that in addition to the photoperiod, the thermoperiod
is an important factor in this process (HARKER 1965 a,b; BELCHER AND BREFT 1973).
In this study, a higher rate of adult emergence was observed during the morning period,
which is consistent with the results of other studies on drosophilids (SKOPIK AND
PITTENDRIGH 1967). This pattern can be explained by the climate conditions, including
low humidity and high temperature, which usually occur during the late morning and
afternoon; this pattern also impairs wing expansion of emergent individuals. This
impairment occurs because the emergent flies suffer from water loss, which results in a
dehydrating rate that is equivalent to double the dehydrating rate of an adult fly; therefore,
emergence activity is greater during the time of day with milder temperatures and higher
humidity (BELCHER AND BREFT 1973; KOUSER AND SHAKUNTHALA 2012).

In this study, the M:F sex ratio for Z. indianus was close to 1:1. However,
differences in sex proportion during emergence were observed. Unlike other studies with
drosophilids, there was an initial (up to 72 h) greater emergence of females. BAKKER

(1969) showed that the first formed pupae of Drosophila were males, most likely because
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these animals were heavier and developed more quickly. In Z. indianus, females emerged
48 h before males. However, CHAPMAN (1998) noted that the initial emergence of males
could occur due to the smaller size of these animals. However, in the present study, both
the size and weight of Z. indianus individuals did not differ significantly between the sexes.
Therefore, it can be hypothesized that the early emergence of females observed in this
study may be related to sexual maturity. According to TYLER (2003), Drosophila species
have sexually active males immediately after emergence, whereas females do not have
mature eggs until approximately 2 d after emergence.

Zaprionus indianus eggs showed lengths, respiratory filaments and chorionic
ornaments similar to those observed in D. melanogaster (TYLER 2003). The eggs had an
average length of 0.57 mm, and the chorionic cells were observed in two shapes,
pentagons and hexagons. Four respiratory filaments in the anterior portion were observed,
and these filaments were formed from extensions of the chorion next to the micropyle.
Drosophila melanogaster has eggs with an average length of 0.50 mm, which are white in
color and elongated in shape and possess two respiratory filaments at the anterior end for
gas exchange (TYLER 2003). The size and number of respiratory filaments in drosophilids
usually vary greatly, and these features can be used to identify species (KAMBYSELLIS
1993). KAMBYSELLIS (1993) reported a variation from one to 11 filaments in the
Drosophila genus.

The chorion is a thick, resistant structure (TYLER 2003) that protects the embryo
during development (KAMBYSELLIS 1993). Zaprionus indianus exhibited chorionic cells
that were different from the other drosophilids. The chorionic cells of other drosophilids
also have a hexagonal shape, as observed in the study of HAIRSTON AND YOON (1982).
These differences between drosophilid species make this structure another important
taxonomic characteristic (HAIRSTON AND YOON 1982).

In the larvae of Z. indianus, the morphological changes that occurred during
development and throughout the instars could be observed by SEM. Consistent with other
studies on dipterans, Z. indianus larvae had twelve body segments with intersegmental
spines in their extremities (OLIVEIRA et al. 2007; MENDONCA et al. 2010). The
intersegmental spines are responsible for helping the larvae adhere to the substrate and
facilitate undulatory movements (TYLER 2003), and these spines became smaller in
relation to body size as the instars. The same phenomenon occurred with the size of the
sensilla, a sensorial organ that is responsible for perception of food, temperature, humidity
levels, larval orientation and intraspecific recognition (ZACHARUK AND SHIELDS 1991).

In contrast, mouth hooks, which are responsible for bringing food to the mouth (TYLER
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2003), increased in size during development.

Similar to the growth ratio, the morphological changes in Z. indianus were greater
from the first to the second instar, and this is a common feature for drosophilids and
dipterans (MENDONCA et al. 2010). The main modifications occurred in the tubercles,
which are organs that are responsible for protecting the spiracle (MENDONCA et al.
2010), and in the spiracles. This was also observed by SUKONTASON et al. (2003) for the
calliphorid Chrysomya albiceps. In the second instar, the anterior spiracles became
prominent, and the posterior spiracles showed a certain degree of development. The
anterior spiracles became fully developed from the second to the third instar, but the
posterior spiracles became fully developed only during the third instar.

In the pupae, a retraction of the cephalic segment could be observed in the anterior
region, and the anterior spiracles were modified into filaments. These filaments vary
greatly in number in Diptera, with up to 10 filaments in C. albiceps (MENDONCA et al.
2010). Spines cover the pupae tegument, and tubercles are organized towards the end at
the posterior region. These features, similar to the chorion in eggs, can aid in species
identification.

In conclusion, this study presented morphological and developmental information
for the immature stages of Z. indianus. These data have thus far been unknown and may
be useful for the conceptualization of new studies, interpretation of results and species
identification, particularly in locations where this drosophilid pest has been observed.

These results may facilitate future studies on Z. indianus biology, ecology and control.
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Table 1. Cephalic capsule width and growth rate of Zaprionus. indianus larvae during post-
embryonic development.

Cephalic capsule width (mm)

Instars Range Mean (£SD) Growth rate
I 0.07-0.33 0.17+0.07 2.64
Il 0.34 - 0.69 0.4510.07 1.60
1l 0.70-0.85 0.7210.04 -

Average growth rate 212




Table 2. Number of Zaprionus indianus pupae formed every 24 h and emerging adults
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Time Hours Pupae Male Female
Morning 6am.—9am. 50 27 22
Afternoon 12 p.m. -3 p.m. 35 18 16

Night 6 p.m.—8p.m. 13 4 6
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Table 3. Proportion of female and male Zaprionus indianus that emerged throughout the
experiment

Adult emergence Adults Sex ratio
Pupae
(day) Male Female M:F
4 2 0 2 0
5 62 26 36 0.72
6 29 23 6 3.83

Total 93 49 44 1.11




Table 4. Mean values of the length, width, weight and time of emergence of Zaprionus indianus pupae by sex
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5 Females Males
n -
g 4 2 e ® o
S 5 3 35 % Time of Time of
g 2 S <92 o Length Width  Weight Ime o Length Width  Weight Ime o
I 3] N emergence N emergence
£ (mm) (mm) (9) d (mm) (mm) (9) d
o (d) (d)
A 19 16 12 4-6 3.34 1.27 0.0023 5.0 8 3.41 1.25 0.0026 5.6
B 20 20 9 4-6 3.46 1.21 0.0026 5.0 13 3.31 1.24 0.0023 5.3
C 20 17 10 5-6 3.41 1.25 0.0024 5.3 10 3.35 1.23 0.0026 5.6
D 20 20 5 5-6 14 3.48 1.28 0.0027 5.1 6 3.33 1.17 0.0023 5.3
E 20 20 11 5-6 8 3.27 1.22 0.0022 5.1 12 3.33 1.20 0.0022 5.5
Average 94 5.3 - 3.39 1.25 0.0024 5.1 - 3.35 1.22 0.0024 54

“after starting larval development.
Pafter formation of pupae.
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Figure 1. Cephalic capsule width (mm) of Zaprionus indianus larvae obtained with the

Dyar protocol rule and distributed in size classes following Sturges’ rule (1926). Note the
presence of three larval instars (arrows).
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Figure 2. Cephalic capsule width as a function of the larval instars of Zaprionus indianus.
The growth of the cephalic capsule is a geometric progression.



86

10
8

[+

[

\

Z 6

=
4

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Hours

Figure 3. Number of Zaprionus indianus pupae formed every 24 h of the experiment and
the sex of the emerged individuals. Black line: female emergence. Grey line: male
emergence.
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Figure 4. (A) General view of a Zaprionus indianus egg showing the well-developed
respiratory filaments. (B) Detail a Z. indianus egg: chorionic cells (cc) in hexagonal and
pentagonal shapes with borders lightly projected; (C) presence of 4 respiratory filaments
(rf1-4) on the anterior region next to the micropyle (m); (D) filaments with aeropyles along
their lengths (arrow); (E) central orifice that is present in the micropyle (arrow); (F) overall
appearance (lateral view) of a first instar larvae (segments I[-XIl); (G) triangular
intersegmental spines of varied size (sp); (H) cephalic region composed of a pair of
antennae (a1) and a complex maxillary palp (mp); (I) presence of spines next to the mouth
(sp), mouth hooks (mh) and sensilla surrounding the head (s); and (J) posterior spiracle
(ps) and tuberculum formation, with spines (sp) in the extremities.
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Figure 5. (A) Lateral view of a Zaprionus indianus second instar larva: head (h); segments
[-XII indicating the absence of new segments from the first to second instar with
developed posterior spiracles (ps); (B) antennae development (a1); (C) anterior spiracle
formation (as); (D) developed posterior spiracles (ps) formed by an orifice surrounded by
grooves (ss) and spiracular hair (sh); and (E) posterior region of the body with the
presence of posterior spiracles (ps) and the development of tuberculum (t).
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Figure 6. Zaprionus indianus third instar larva: (A) intersegmental spines of shorter length
and distinct size and direction; cephalic region with fully developed (B) mouth hooks (mh)
and (C) maxillary palp (mp), and (D) a head (h) and anterior spiracles (as); (E) detail of
the anterior spiracle interior; (F) presence of tubercles distributed in sets of three in the
posterior region (t1-3) covered with spines; (G) detail of the spines on a tubercle; and (H)
posterior spiracle (ps) with an orifice surrounded by six slits (ss) and three papillae (p1-3).
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Figure 7. Z. indianus pupa: (A) the anterior region (ar) is wider than the posterior region
(pr); (B) the respiratory filaments consist of 9 spiracular ramifications each (f1-9); (C)
detail of the rounded ends of the filaments (f); (D) the posterior spiracles are located at the
narrower end of the pupa (arrow); (E) the presence of spines on the tegument, with a
triangular shape consisting of a wide base and narrow end; and (F) detail of the spines
(sp) that are present on the tegument.
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Avaliagao de componentes da histéria de vida e preferéncia de locais para
oviposigao de Zaprionus indianus Gupta 1970 e Drosophila simulans
Sturtevant 1919, via geometria nutricional.
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RESUMO

Introduzida no Brasil em 1999, Zaprionus indianus tem demonstrado ser um
inseto-praga nas culturas de figo, uma vez que suas fémeas depositam o0s ovos
nos ostiolos dos sicénios, tornando-os improprios para venda e consumo humano.
Coletas realizadas em plantacbes de figo da regido de Valinhos (SP)
demonstraram, além do poder de infestagdo desta espécie, a presengca de um
segundo drosofilideo invasor Drosophila simulans. Porém, apesar de ter sido
introduzida a décadas no Brasil, diferentemente de Z. indianus, D. simulans nunca
foi considerada uma praga nestas plantagdes. Diante da ocorréncia de Z. indianus
e D. simulans em um mesmo nicho e, sabendo-se que larvas de drosofilideos que
se utiizam de um mesmo substrato tendem a sofrer alteragdes em certos
aspectos bioldgicos, o presente trabalho buscou avaliar, via geometria nutricional,
aspectos como sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento, tamanho do adulto,
bem como escolha da fémea quanto aos locais para oviposicdo para ambas as
espécies. De forma geral, Z. indianus apresentou uma eficiéncia maxima destes
parametros nas propor¢coes de Proteina:Carboidrato de 1:2 e 1:4 (maior
concentracao de carboidratos), enquanto que D. simulans em proporcao de 1:1 e
1:2 (maior concentracdo de proteinas). Diante disso, pode-se compreender
melhor como Z. indianus chegou ao status de espécie-praga apds cinco anos da
sua introducdo no Brasil, bem como a forma como contribui para a invasado de
outras espécies de drosofilideos nos figais.

Palavras — chave: aspectos bioldgicos; espécie praga; geometria nutricional,
mosca-do-figo; requerimentos dietéticos; componentes da histéria de vida.

1. INTRODUGAO

Originaria da regido Afrotropical e diagnosticada no Brasil em 1999
(VILELA, 1999), Zaprionus indianus tem demonstrado ser uma espécie com um
grande potencial colonizador, devido ao seu nicho ecolégico amplo, o qual
abrange uma grande variedade de recursos alimentares e uma capacidade de
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adaptacao a condigdes climaticas diversas (TIDON et al., 2003). Esta capacidade
de colonizagdo pode ser comprovada em meados dos anos 2000, quando
registros ja indicavam a presenca desta espécie invasora por todo o Brasil (KATO
et al., 2004). Apesar de presente e de se alimentar de recursos providos de
diferentes Biomas brasileiros, como Mata Atlantica (DE TONI et al.,, 2001),
Cerrado (LEAO & TIDON, 2004) e Floresta Amazdnica (AMADOR et al., 2011),
foram nas plantagbées de figo-roxo Ficus carica L. (Moraceae) que esta espécie
melhor se adaptou. Em funcido disso, apds cinco anos da sua introducdo, Z.
indianus recebeu o status de inseto-praga dentro desta cultura (KATO et al.,,
2004), tornando-se assim popularmente conhecida como a mosca-do-figo.

A interacdo entre drosofilideos e figueiras vem sendo pesquisada ha varias
décadas, pois seus siconios atuam como importantes microhabitats para estas
moscas (LACHAISE, 1977). No entanto, com a oviposicdo das fémeas nos
ostiolos dos sicénios e ao redor deles, mesmo ainda no inicio da sua fase de
maturacdo (STEIN et al.,, 2003), os figos se tornam impréprios para venda e
consumo humano, causando severos prejuizos econdmicos aos seus produtores.
Esta perda pode ser exemplificada com a safra de 1999 produzida na cidade de
Valinhos (SP), quando 40% da produgdo de figo “in natura” e 80% para
exportagdes precisaram ser descartadas em funcédo da infestacido dos siconios
por este inseto-praga (STEIN et al., 2003).

Coletas realizadas entre 2010/2011 em plantagbes de figo da regido de
Valinhos (SP) confirmaram o poder de infestacdo de Z. indianus nesta
monocultura (MATAVELLI et al., capitulo I). No periodo de um ano, esta espécie
foi capturada em todos os meses e representou 71% da assembleia de
drosofilideos ali presentes. Uma avaliagdo mais detalhada desta assembleia
apontou ser Drosophila simulans a segunda espécie mais abundante,
representando 15% desta assembleia (MATAVELLI et al., capitulo Il). Este fato
corrobora estudos prévios feitos com Drosophilidae em plantacdes de frutiferas do
estado de Sao Paulo, os quais indicavam serem estas duas espécies as mais
abundantes (PIRES & BELO, 2005).

Informagdes sobre a invasdo de D. simulans no Brasil sdo escassas e o
periodo exato da sua introdugdo permanece duvidoso (STURTEVANT, 1920).
Apesar de ser uma espécie cosmopolita, registros indicam que sua introducédo nos

tropicos tenha ocorrido paralelamente a de D. melanogaster, ou seja, eram
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ausentes anteriormente a 1870 e presentes apos 1919 (STURTEVANT, 1920). No
Brasil, seus primeiros registros datam 1920, nos estados de S&do Paulo e Mato
Grosso (STURTEVANT, 1920; ROHDE et al., 2010). Contudo, mesmo apos
décadas da sua introdugdo, D. simulans nunca foi diagnosticada como uma
ameaca as culturas de figo, ndo sendo assim, considerada uma espécie-praga.

Diante da ocorréncia de Z. indianus e D. simulans no mesmo habitat,
alguns estudos envolvendo competicdo interespecifica entre ambas vém sendo
desenvolvidos. Estudos prévios mostram que larvas de drosofilideos que utilizam
um mesmo habitat tendem a sofrer alteragdes em certos componentes da historia
de vida, como tempo de desenvolvimento e viabilidade ovo-adulto, em
decorréncia da competicido existente entre elas e da possivel restricao alimentar a
que possam ser submetidos (KRIJGER et al., 2001; TU & TATAR, 2003;
GALEGO & CARARETO, 2005). Segundo GALEGO & CARARETO (2005), as
modificagdes observadas para estas duas espécies foram: Z. indianus foi capaz
de reduzir a viabilidade e o tempo de desenvolvimento de D. simulans, podendo
estes resultados serem uma resposta quanto a contaminagcdo por residuos
metabdlicos deixados no substrato durante o desenvolvimento larval ou uma
decorréncia da falta de recursos nutricionais, ja que pela propria competicdo nem
todas as larvas tem acesso ao substrato.

A qualidade nutricional é um fator positivamente relacionado as
caracteristicas de vida dos drosofilideos e inversamente relacionado a capacidade
competitiva, ja que quando mal nutrido, os individuos diminuem o seu poder de
competitividade (BEADLE et al., 1938; KRIJGER et al., 2001; COLOMBANI et al.,
2003; TU & TATAR, 2003; MAIR et al., 2005; LEE et al., 2008). Desta forma,
estudos envolvendo suas exigéncias nutricionais, sejam elas ingestdo de
macronutrientes (proteinas e aminoacidos) ou ganho de energia (calorias), se
fazem necessarios para se compreender a histéria de vida destes animais (LEE et
al., 2008). Além disso, estudos prévios indicavam haver uma sucessao quanto a
infestacdo dos siconios pelos drosofilideos, na qual estes seriam atacados
inicialmente por espécies do género Zaprionus, ainda imaturos (verdes), e
posteriormente pelas espécies do género Drosophila, grupo melanogaster,
quando os frutos ja estdo apodrecendo (LACHAISE et al., 1982).

Levando-se em consideracgao as condi¢des nutricionais encontradas no figo

e as etapas fermentativas as quais esta fruta é submetida ao longo do seu
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processo de amadurecimento, variando assim a quantidade de proteinas (P) e de
carboidratos (C) disponiveis, uma hipotese foi formulada: Zaprionus conseguiria
se adaptar e ter um maior desempenho em frutos com uma baixa propor¢ao de
P:C? Diante disso, analisar as exigéncias nutricionais de Z. indianus e D.
simulans pode ser uma forma de se esclarecer questdes importantes quanto ao
modo de vida e de atuagdo de cada uma destas espécies nos figais brasileiros,
bem como quanto a interac&o existente entre elas.

Para estas analises, modelos da area nutricional como “Geometric
Framework” foram utilizados para estas duas espécies. Neste, a condicéo
nutricional de um animal é representada como um ponto dentro do espaco
nutricional de “n” dimensbes (SIMPSON et al.,, 2003; CHENG et al.,, 2008).
Dependendo da ingestdo de macronutrientes e de calorias, os sistemas de
regulacdo deste animal sdo capazes de alterar seu metabolismo de forma que
atinjam um equilibrio (CHENG et al., 2008) e, as consequéncias destes ajustes,
podem ser vistas através de alteragées em suas caracteristicas biolégicas. Diante
disso, o presente trabalho buscou avaliar, via geometria nutricional, alteragcées em
funcao destes ajustes nutricionais na sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e
tamanho do adulto, bem como na escolha das fémeas quanto a diferentes

substratos para oviposigao, tanto para Z. indianus quanto para D. simulans.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Cultura estoque

Para este estudo, foram usados individuos de Z. indianus e de D. simulans.
Os exemplares de Z. indianus foram obtidos das culturas estoque oriundas do Dr.
Jean David (CNRS, Gif-Sur-Yvette, France), enquanto que D. simulans vieram de
“Drosophila Species Stock Center” (numero do estoque: 14021 0251.187). Uma
vez no Instituto Gulbenkian de Ciéncias (IGC), estas moscas entraram no
programa “Fly Facility”. Neste programa, as moscas sao mantidas a temperatura
de 25+1°C e regime de luz de 12L:12D. O “substrato teste” foi feito a base de
dieta artificial (contendo levedura, agucar, agua, agar 0,5%, nipagin 10% e acido
propidnico) preparada no laboratério “Development, Evolution and the
Environment” do IGC, tanto para as culturas estoque quanto para os

experimentos.
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2.2. Geometria Nutricional

Utilizando-se a geragéo F4 das culturas estoque, moscas foram criadas da
fase de ovo até a fase adulta em uma das dietas preparadas (espécies
separadamente), as quais apresentavam diferentes concentracées de calorias
(0,18; 0,36 e 0,72 Kkcal/ml) distribuidas em cinco proporgdes de
Proteina:Carboidrato (P:C) (adaptado de LEE et al., 2008). Para estas
proporgdes, foram utilizados extrato de levedura como principal fonte de proteina,
bem como sacarose como carboidrato, diluidos em 500 ml de agua, de forma a
produzir solugdes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 e 1:16 (Figura 1). A formacao deste quadro
nutricional foi possivel em funcdo das proteinas e dos carboidratos serem
semelhantes quanto a sua concentragao calorica (LEE et al., 2008). Todas as
solugbes eram acrescidas de agar 0,5%. Apds serem autoclavadas, foram
adicionados as dietas 3 ml de acido propridnico e 5 ml de Nipagen 10 % (diluido
em etanol a 95 %). Cada dieta foi vertida em placas para oviposigéo (5 ml) e em
potes para a realizagao dos experimentos (120 ml).

As moscas foram deixadas nas placas de oviposi¢cao “overnight” e, apos
este periodo, os adultos foram retirados (Figura 2). Apos 24h da eclosao das
larvas, 30 individuos foram transferidos para seus respectivos potes. Para cada
tipo de dieta, trés réplicas foram estabelecidas, todas oriundas do mesmo periodo
de oviposigdo. O experimento foi mantido em camera aclimatada, a uma
temperatura de 25+1 °C, 60-70% de umidade e fotoperiodo de 12L:12D. Foram
avaliados os parametros: sobrevivéncia, tamanho do adulto via avaliagdo da fase
“farata”, emergéncia dos adultos, tempo de desenvolvimento de ovo a pupa e de

pupa a adulto.

2.2.1. Tempo de desenvolvimento

Para avaliar a sobrevivéncia de larva a pupa, a emergéncia dos adultos e
indiretamente o tempo de desenvolvimento destes estagios imaturos, cada réplica
foi revisada a cada 24h, até que todos os animais fossem contabilizados. Quando
encontradas pupas, estas eram registradas e monitoradas até sua fase “farata”,
quando eram pesadas. Esta fase é facilmente identificada, pois os individuos no
interior da pupa apresentam o corpo formado, as asas escuras e os olhos
vermelhos. Apos as pesagens, as pupas eram colocadas em novos potes de
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alimentacdo e novamente monitoradas (a cada 24h) até a emergéncia dos

adultos. Os dias decorrentes destas avaliagbes eram registrados.

2.2.2. Tamanho do adulto

A medida de tamanho corporal foi obtida através do peso da fase “farata”
dos adultos. Desta forma, o peso farata dos adultos foi obtido via pesagens
individuais feitas em uma “Ultramicrobalance Sartorius SE2”. Para isso, as pupas
eram removidas da dieta, lavadas e limpas com agua e pincel e secadas em
papel toalha. Uma vez pesadas, as pupas eram transferidas para um novo frasco

com dieta para aguardar a emergéncia dos adultos.

2.3. Parametros nutricionais 6timos para desempenho larval

Segundo RODRIGUES et al. (em preparagdo), uma medida para a
desempenho larval pode ser estimada através da combinagédo de alguns fatores:
a multiplicacdo da sobrevivéncia pelo peso farata do adulto e sua divisdo pelo
tempo de desenvolvimento, considerando todos os tratamentos e réplicas
envolvidas. Desta forma, a desempenho larval neste trabalho foi avaliada

seguindo esta denominagéo.

2.4. Escolha da fémea para oviposicao

Acredita-se que as fémeas escolham o local de oviposicdo de forma a
maximizar o seu potencial reprodutivo, de modo que proporcionem uma maior
sobrevivéncia aos seus descendentes. Para avaliar esta informacdo, uma analise
sobre a preferéncia de substratos para oviposicao foi realizada. Uma arena com
trés diferentes dietas (proporgcdes de 1:1; 1:4 e 1:16) foi disponibilizada para as
fémeas, de forma que estas pudessem escolher entre elas (Figure 3). Estas
arenas constituiam-se de: um copo plastico de 100 ml colocado sobre uma placa
de Petri (6 cm de didmetro), a qual possuia nove tampas de “eppendorfs” coladas
(1,5 ml de volume) (Figure 4). As trés dietas preparadas foram distribuidas entre
estas nove tampas. Para este experimento, todas as proporcées de P:C
apresentavam a mesma concentragao caldrica (0,72 kcal/ml) e, para distinguir as
dietas, foram adicionados a sua preparagao corantes comestiveis (coloragéao
vermelho, azul e verde). Todas as dietas foram tingidas com todas as cores e,

para controlar uma possivel preferéncia de cor pelas fémeas, os ensaios foram
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realizados no escuro. A relacido cor/tipo de dieta foi replicada no minimo quatro
vezes (Figura 3). A escolha da fémea quanto ao local para oviposigéo foi avaliada
através da contagem do numero de ovos colocados em cada tipo de dieta.

Os animais aqui utilizados foram criados desde sua fase de ovo até a
emergéncia dos adultos na condigdo alimentar de 1:1, sendo mantidos em
camara aclimatada, a uma temperatura de 25 £ 1 °C, 60-70% de umidade e
fotoperiodo de 12L:12D. Apos a emergéncia dos adultos, estes foram transferidos
para um novo frasco alimentar por onde permaneceram por quatro dias, tempo
médio necessario para que as fémeas de drosofilideos comecem a produzir ovos
(TYLER, 2003). Passado este periodo, 12 fémeas e cinco machos ficaram
expostos na arena por 15h, em ambiente totalmente escuro. Apds este periodo,
os adultos foram retirados e o0 numero de ovos colocados em cada dieta/cor foi
avaliado.

Este experimento foi realizado a principio com as espécies Z. indianus e D.
simulans separadas e, posteriormente, realizou-se 0 mesmo experimento unindo
ambas as espécies, a fim de se verificar a influéncia da presenca de uma sobre a
escolha da outra (Figura 4). Neste caso, colocou-se 10 fémeas e cinco machos
de cada espécie em uma determinada arena. A avaliacdo apds a juncdo das
espécies também se deu pela contagem dos ovos (Figura 5), ja que estes diferem
entre as espécies: ovos de Z. indianus possuem na sua porg¢ao anterior quatro
filamentos (MATAVELLI et al., 2013) enquanto que ovos de D. simulans
apresentam apenas dois (STURTEVANT, 1919).

2.5. Analise Estatistica

Os resultados foram plotados na matriz nutricional P:C via fungcado de Loess
(CLEVELAND, 1979, 1981, CLEVELAND & DEVLIN, 1988). Foram identificados o
6timo nutricional para sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento, tamanho do
adulto (via fase farata) e desempenho larval, utilizando modelos lineares mistos e
as réplicas de forma aleatéria. Para analisar os dados sobre a escolha das
fémeas quanto a locais para oviposicao, foi calculado seu indice de preferéncia
usando teste de Wilcoxon. Todas as analises estatisticas foram realizadas no R,
usando os pacotes Ime4 (modelos lineares mistos), stats (modelos lineares

generalizados, loess fits e Wilcoxon signed rank) e glht (comparagbes multiplas).
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3. RESULTADOS

3.1. Geometria nutricional

Com uma densidade inicial definida (N=30 por espécie) as larvas de Z.
indianus e de D. simulans foram submetidas separadamente a 15 diferentes
dietas, as quais variaram na quantidade de P:C e de calorias (adaptado de LEE et
al., 2008). Para Z. indianus, as proporcbes de P:C de 1:2 e 1:4, nas
concentracgdes caldricas de 0,18 e 0,36 kcal/ml (Figura 6), proporcionam a maior
sobrevivéncia para seus individuos (ANOVA glm, family=quasibinomial, p =
0.04865). Para D. simulans, os mesmos resultados foram obtidos entre 1:1 e 1:2,
na concentragdo de 0,72 kcal/ml (ANOVA glm, family=quasibinomial, p = 4.585e-
10) (Tabela 1).

3.1.1. Tempo de desenvolvimento

Diante das diferentes dietas testadas, os insetos foram avaliados (em dias)
quanto ao tempo de desenvolvimento de larva a pupa e de pupa a adulto.
Analisando-se o tempo de formacado das pupas, pode-se dizer que a interagao
entre diferentes concentragdes caldricas e as diferentes proporgdes P:C afetaram
significativamente o tempo de desenvolvimento de ambas as espécies (Z.
indianus: ANOVA Ime, p = 1e-04; D. simulans: ANOVA Ime, p < 0.0001).
Observou-se que, quanto maior a concentracao caldrica € menores as proporcdes
de P:C, menor foi o tempo de desenvolvimento de ovo a pupa. De forma geral, Z.
indianus se desenvolveu de forma mais lenta do que D. simulans, variando esta
de 4 a 10 dias e aquela de 6 a 14 dias (Tabela 2). Quanto a formagao dos adultos
(pupa a adulto), pode-se observar que independente da concentragao calérica ou
da proporcao P:C, o tempo de desenvolvimento foi 0 mesmo, sendo em média 6
dias para Z. indianus e 4-5 dias para D. simulans.

Dentro da grade nutricional aqui testada, Z. indianus apresentou como
condicdo 6tima de desenvolvimento as proporcdes 1:1 e 1:2 na concentracido de
0,72 kcal/ml e, D. simulans, as proporgbes de 1:1 e 1:2 em todas as
concentragoes (0,18; 0,36 e 0,72 kcal/ml) (Figura 6).
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3.1.2. Tamanho do adulto

O tamanho do adulto de Z. indianus e de D. simulans foi inferido via peso
farata do adulto (Tabela 3). Para Z. indianus, observou-se uma diferencga
significativa entre as concentragdes caldricas (ANOVA Ime, F = 39.79, p < 0.0001)
e entre as proporgdes P:C testadas (ANOVA Ime, F = 254.06, p < 0.0001). Dessa
forma, quanto maior a concentragdo caldrica, maior o peso e, conforme sao
aumentadas as propor¢des P:C, diminui-se o peso. Ja para D. simulans, essa
diferenga so foi observada para as proporgdes P:C (ANOVA Ime, F = 50.778, p <
0.0001). Assim, mesmo quando ha um aumento das concentragbes caldricas D.
simulans nao apresenta um ganho de peso, porém quando sdo aumentadas as
proporcdes P:C o seu peso diminui.

Dentre as dietas testadas, os maiores individuos foram obtidos nas
proporgdes 1:1 e 1:2 (nas concentragdes 0,36 e 0,72 kcal/ml) para Z. indianus e,

1:1 (nas concentragdes 0,18; 0,36 e 0,72 kcal/ml) para D. simulans (Figura 7).

3.1. Parametros nutricionais 6timos para desempenho larval

O desempenho larval para ambas as espécies € influenciada tanto pela
concentracado caldrica disponivel (Z. indianus: ANOVA Ime, F = 8.6701, p =
0.0011; D. simulans: ANOVA Ime, F = 34.2218, p < 0.0001) como pelas
proporgdes P:C a que estdo submetidas (Z. indianus: ANOVA Ime, F = 57.8559, p
< 0.0001; D. simulans: ANOVA Ime, F = 136.5324, p < 0.0001). Para Z. indianus,
seu desempenho maximo foi atingido nas propor¢cées 1:1 e 1:2 (nas
concentragdes 0,36 e 0,72 kcal/ml), enquanto que para D. simulans, isto ocorreu

na propor¢ao 1:1 (concentracao de 0,72 kcal/ml) (Figura 7).

3.2.Escolha da fémea quanto ao local para oviposi¢cao

A preferéncia das fémeas de Z. indianus se deu em alimentos com
proporcao de 1:4 e 1:16 e, para D. simulans, pelas dietas com a proporcéo de 1:1.
Estes resultados, quando analisados juntamente com o item 3.1, demonstram que
as fémeas de ambas as espécies buscam depositar seus ovos nos substratos que

proporcionam uma maior sobrevivéncia para seus descendentes. No entanto, o
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mesmo nao ocorre para Z. indianus em relacdo ao desempenho larval, no qual
esta espécie apresenta o seu melhor entre 1:1 e 1:2.

Quando colocadas na mesma arena e sobre a influéncia da presenca de
uma sobre a outra (espécies agrupadas), a propor¢ao de 1:1 (Wilcoxon ranks test,
p = 0.004883) e 1:4 (Wilcoxon ranks test, p = 0.01367) se diferenciaram
significativamente quando analisada para Z. indianus; ou seja, diante do baixo
numero de ovos colocados na proporgcdo de 1:1 acredita-se que esta espécie
evita a oviposi¢cao neste substrato quando em competicdo, sendo o oposto
observado para a proporcéo de 1:4, na qual Z. indianus aumenta o numero de
ovos colocados, demonstrando haver uma forte preferéncia por ela. Ja D.
simulans ndao demonstrou uma preferéncia dentre os trés substratos analisados
(Tabela 4; Figura 8).

4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, novas abordagens envolvendo estudos nutricionais
vém sendo utilizadas, uma vez que estas tem possibilitado compreender como
diferentes organismos regulam seu metabolismo diante da ingestdo de
macronutrientes e, de certa forma, também tém auxiliado a solucionar questdes
envolvendo evolugdo, genética e desenvolvimento, dentre outras. Técnicas como
“Geometric Framework (GF)” tem sido aplicadas em insetos, passaros, peixes e
ratos, com resultados satisfatorios (SIMPSON et al., 2003). Nesta, considera-se
que um organismo esta inserido em um quadro nutricional de n-dimensbdes, em
que cada uma delas representa um componente importante da sua alimentacéo.
O estado nutricional do organismo é descrito como um ponto no interior destas
dimensdes (SIMPSON et al., 2003), sendo sua localizagcédo calculada em fungao
da sua ingestdo. Neste quadro nutricional, quando designada a propor¢ao de P:C
1:1, entendem-se que para cada uma unidade de proteina consumida, consome-
se também uma unidade de carboidrato, enquanto que, na proporgao de 1:2 um
nutriente foi consumido duas vezes mais que o outro (CHENG et al., 2008).

Ao se alimentar, um organismo altera o seu estado nutricional inicial. Um
ponto de equilibrio nesta ingestdo tende a maximizar seu desempenho em
diferentes aspectos bioldgicos. Por outro lado, quando presente em uma dieta
nutricionalmente desequilibrada em termos nutricionais, os organismos nao

conseguem satisfazer os seus requisitos ideais de ingestdo e acabam por ingerir
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certos nutrientes em excesso, para corrigir as deficiéncias decorrentes de outros.
Nestas condi¢bes, o organismo deve ser capaz de anular os excessos ingeridos
ou de conservar os nutrientes em falta, caso contrario, ndo sera capaz de regular
seu metabolismo e desenvolver-se. Técnicas como o GF possibilitam analisar
meétricas variadas quanto a necessidade de nutrientes nos organismos e a
influéncia dessas no seu desenvolvimento (SIMPSON et al., 2003).

Analisando-se o quadro nutricional montado para Z. indianus e para D.
simulans, foi possivel observar que ambas as espécies se mostraram capazes de
se adequar a disponibilidade de P:C e de calorias, conseguindo equilibrar a
ingestdo destes macronutrientes, de forma a maximizar seu desempenho (ver
tabelas). Quanto a proporgéo de P:C, Z. indianus de forma geral apresenta um
aumento na eficiéncia de seus parametros vitais (sobrevivéncia, tempo de
desenvolvimento, tamanho do adulto e desempenho larval) quando suas larvas se
desenvolvem em substratos com maior quantidade de carboidratos (1:2 e 1:4), ja
D. simulans esse aumento na eficiéncia se da em substratos com maior
quantidade de proteinas (1:1 e 1:2). Em relagdo a concentragdo caldrica, Z.
indianus aparenta sofrer maior influéncia desta do que D. simulans, se
desenvolvendo melhor em substratos com teor caldérico mais elevado
(preferencialmente acima de 0,36 kcal/ml), diferentemente de D. simulans, na qual
o teor caldrico nao atua sobre alguns aspectos biologicos (tempo de
desenvolvimento e tamanho do adulto).

Com relagao as escolhas das fémeas quanto aos locais para oviposicao,
era esperado que as fémeas escolhessem os substratos nos quais seus imaturos
tivessem o melhor desempenho larval, fato ndo observado quando Z. indianus e
D. simulans se encontravam juntas em um mesmo substrato. Desta forma,
acredita-se que a escolha do local para a oviposicdo aconteca de forma a
minimizar os danos causados pela competicdo entre suas larvas, ja que estudos
mostram uma redugéo significativa na viabilidade D. simulans (21,4%), quando
em substratos contaminados com residuos larvais de Z. indianus (GALEGO &
CARARETO, 2005).

Como citado anteriormente, existe uma relacdo entre estas duas espécies
e as monoculturas de figo-roxo no Brasil. A relacédo entre drosofilideos e figueiras
vem sendo estudada a muitas décadas, principalmente com os figos tropicais
africanos (LACHAISE et al., 1977, 1982; LACHAISE & TSACAS, 1983). De forma
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geral, os siconios dos figos atuam como um microhabitat para os drosofilideos
(LACHAISE, 1977), onde encontram protegdo, alimento e substrato para
oviposigdo. A utilizagdo deste microhabitat é ainda facilitada pela morfologia do
fruto, o qual apresenta o ostiolo aberto, sendo este a via de entrada e infestagéo
por estes animais (STEIN et al., 2003; FLAISHMAN et al., 2008).

Além disso, em termos nutricionais, o figo-roxo € uma fruta que apresenta,
em média, 16 vezes mais carboidratos do que proteinas na sua composicio
(FLAISHMAN et al., 2008). As sucessivas etapas fermentativas ocorridas nos
figos durante o seu processo de amadurecimento e apodrecimento causam
alteracdes nos sicdnios e, consequentemente, alteram as condigdes nutricionais
deste microhabitat, aumentando a quantidade de leveduras e, por conseguinte, de
proteinas (LACHAISE, 1977; STEINKRAUS, 1997).

Estas informacbes sdo de extrema importancia, pois possibilitam a
compreensao do porque Z. indianus ter se tornado uma espécie-praga nos figais
brasileiros. Registros ja apontavam como sendo Z. indianus a pioneira aos
ataques nos siconios nos figais, antes mesmo do periodo da colheita dos frutos
(STEIN et al., 2003, MATAVELLI et al., capitulo I). Os resultados aqui obtidos
explicam o fato de Z. indianus, diferentemente dos demais drosofilideos, atacar os
sicdnios no inicio da sua fase de maturacao: esta espécie requer uma maior
quantidade de carboidratos para desenvolver com maior eficiéncia seus
parametros vitais. A partir do momento que os frutos iniciam sua maturacao e
aumentam a fermentagao no interior dos seus siconios, este deixa de ser o ideal
para Z. indianus, e passa a ser para D. simulans, a qual necessita uma maior
quantidade de proteinas. Um levantamento da abundancia entre estas espécies ja
havia sido feito por LACHAISE et al. (1982) em sicbnios de 12 espécies de figos
africanos diferentes, sendo que os resultados obtidos foram corroborados pelos
encontrados no presente estudo. Outro exemplo da preferéncia de Z. indianus por
frutos verdes se da na utilizagdo de Solanum lycocarpum, um fruto nativo do
cerrado brasileiro. Nele, Z. indianus mostra ser a espécie dominante dentre os
drosofilideos coletados durante esta fase de amadurecimento (LEAO & TIDON,
2004).

Estas informagdes esclarecem outro ponto intrigante ocorrido nos figais
brasileiros: o fato de D. simulans ter sido introduzida e de estar estabelecida no

pais ha tantas décadas e néao ter se tornado praga nestas plantagdes. Pelo fato
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da sua exigéncia nutricional requerer uma maior quantidade de proteinas, esta
espécie busca frutas maduras nos figais, porém geralmente ndo as encontram,
uma vez que os figos sdo produzidos para comercializagédo e, por se tratar de
uma fruta climatéria (FLAISHMAN et al., 2008), sdo colhidos verdes para
chegarem sadios aos seus destinos. Desta forma, os figos sédo colhidos antes que
os siconios se encontrem em condi¢des Otimas para os exemplares desta
especie.

Esta variacdo sazonal entre as populagdes de Z. indianus e D. simulans
nos figos permite com que ambas as espécies coexistam neste mesmo recurso,
de forma a minimizar os danos causados pela competicdo direta. Um exemplo
disso € a preferéncia dos locais de oviposi¢cao por suas fémeas, associada ao
tempo de desenvolvimento dos imaturos. No presente trabalho, as fémeas
mantiveram os mesmos padrdes estabelecidos para os parametros vitais, sendo
que Z. indianus deposita preferencialmente seus ovos em locais com maior
quantidade de carboidrato (inicio da maturagao dos sicbnios) e D. simulans de
proteina (final da maturagao dos sicénios). Verificou-se também uma diferenga no
tempo de desenvolvimento de Z. indianus e D. simulans, sendo aquela mais lenta
que esta ultima. Porém, como Z. indianus realiza sua oviposi¢cdo anteriormente a
D. simulans acredita-se que, quando D. simulans inicia sua fase imatura de
larvas, Z. indianus ja esteja abandonando os sicénios para pupag¢ao, minimizando
os confrontos. Esta possibildade de sucessao entre as espécies corrobora os
dados encontrados por LACHAISE et al. (1982) em figos africanos.

Ademais, GOMES et al. (2003) realizaram analises microbiolégicas em
figos contaminados por Z. indianus e encontraram uma unica espécie de levedura
associada a este drosofilideo: Candida tropicalis. Os resultados mostraram ainda
haver uma baixa variabilidade genética entre seus isolados, indicando uma
relagdo muito estreita entre estes dois organismos. Assim, uma vez que fémeas
de Z. indianus colocam seus ovos nos sicOnios, estes também recebem as
leveduras que, imediatamente, iniciam o processo de fermentacdo e aumentam a
propor¢ao de proteinas no meio. Para LACHAISE (1977) a colonizagao dos figos
pelos drosofilideos também esta associada ao desenvolvimento da flora
microbiana nele inserida. Com isso, acredita-se que Z. indianus, além de ser
capaz de infestar as plantacbes ainda com seus siconios verdes, apresenta essa

associagao com C. tropicalis, que propicia as demais espécies de drosofilideos
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condicbes otimas para que estas iniciem também suas infestagdes antes mesmo
do amadurecimento das frutas, contaminando de forma mais severa as
plantacdes. Este fato possibilita compreender a alteracdo quanto a escolha de
substrato para oviposi¢ao de D. simulans quando em contato com Z. indianus no
presente estudo: sua preferéncia por substratos com diferentes proporgdes de
P:C deixou de existir.

Portanto, Z. indianus nédo s prejudica a produgdo dos figos com suas
contaminagdes como também atua como um “facilitador” para invasdes de outras
espécies neste ambiente. LACHAISE & TSACAS (1983) sugere que os
drosofilideos regulam a colocagdo dos seus ovos nos figos em fungdo do
desenvolvimento da fruta e das leveduras ali presentes. Assim, cada espécie
apresentaria um periodo e um local no interior da fruta para oviposi¢cao, bem
como suas larvas se manteriam agrupadas e isoladas de outras espécies em
areas especificas no interior dos sicénios. Neste caso, este processo “facilitador”
promovido por Z. indianus poderia acelerar este sistema. Contudo, novos testes
se fazem necessarios para se confirmar seu funcionamento.

Diante dos dados aqui apresentados, a utilizagdo da técnica de geometria
nutricional foi capaz de auxiliar na compreensédo de como efeitos de ingestéo de
macronutrientes interferem em alguns parametros da histéria de vida destas
especies, na relagao existente entre elas, bem como com o ambiente em que

vivem.
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Tabela 1. Valores de sobrevivéncia para Zaprionus indianus e Drosophila simulans diante de diferentes condigbes

alimentares.
Z. indianus D. simulans
[0,18g/L] [0,369/L] [0,72g/L] [0,18g/L] [0,364g/L] [0,72g/L]
Sobrevivéncia média (N) P:C Pupa Adulto Pupa Adulto Pupa Adulto Pupa Adulto Pupa Adulto Pupa Adulto

1:1 30 22 30 25 30 22 28 23 29 28 30 30

1:2 30 27 30 27 30 21 26 18 29 27 30 29

14 30 26 30 26 30 24 25 17 20 14 28 23

1.8 28 23 30 25 30 25 25 20 20 11 25 26

1:16 27 21 28 22 28 20 24 20 17 12 16 11




Tabela 2. Valores relacionados ao tempo de desenvolvimento de Zaprionus indianus e Drosophila 110
simulans.

[0,18g/L] [0,360/L] [0,72g/L]
11 1.2 14 1.8 1:16 11 1.2 14 1:8 1:16 11 1.2 14 1.8 1:16

Desenvolvimento ovo-pupa (dias)

Zaprionus indianus

Minimo 5 7 8 8 10 5 6 5 7 9 5 5 5 8 9
Q1 6 8 9 12 13 6 7 7 10 12 5 5 7 9 12
Mediana 8 9 10 13 14 7 8 8 10 13 6 6 7 10 13
Q3 8 10 11 14 15 8 8 8 11 15 7 6 7 10 15
Maximo 9 11 12 18 20 11 9 10 15 19 8 8 10 13 20
Drosophila simulans
Minimo 5 5 5 5 6 4 4 5 6 6 4 4 4 6 7
Q1 6 6 6 6 8 5 5 6 7 7 4 4 5 7 8
Mediana 6 6 6 7 8 5 5 7 8 9 4 4 5 8 10
Q3 6 7 7 8 9 5 6 8 11 11 4 5 6 11 16
Maximo 9 11 14 14 15 6 7 15 17 16 4 5 9 15 21
Desenvolvimento pupa-adulto (dias)
Zaprionus indianus
Minmo 5 5 4 4 4 4 5 5 3 5 5 5 &5 5 5
Q1 6 6 6 5 5 6 5 5 6 6 6 6 6 6 6
Mediana 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Q3 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Maximo 7 7 7 7 7 7 7 17 7 7 7 7 7 7 7
Drosophila simulans
Minimo 3 3 3 2 3 4 4 3 4 4 4 4 3 4 4
Q1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Mediana 4 4 4 4 4 4 4 4 5 4 4 5 5 4 5
Q3 5 4 5 5 5 4 &5 5 5 5 4 &5 5 5 5
Maxmo 5 5 5 5 5 6 5 5 6 6 5 &6 &5 5 5




Tabela 3. Parametros encontrados para Zaprionus indianus e Drosophila simulans em relagdo ao tamanho do adulto.
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[0,18g/L] [0,36g/L] [0,72g/L]
1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16
Peso farata (mg)
Zaprionus indianus
Minimo 1.0127 1.3663 1.0175 0.5999 0.5217 0.7820 1.2438 1.1174 0.0958 0.6517  1.0297 1.4939 1.3200 0.7432 0.7206
Q1 1.4680 1.5673 1.3807 0.9966 0.8079 1.7186 1.5791 1.5501 1.1888 0.9598 1.6494 1.6920 1.5543 1.2124 1.0526
Mediana 1.6093 1.6640 1.5210 1.1662 0.9352 1.8139 1.6750 1.6394 1.3385 1.1050 1.8226 1.7616 1.6427 1.3181 1.1570
Q3 1.7306 1.7310 1.6461 1.2810 1.0555 1.9176 1.7836 1.7241 1.4626 1.2148 1.8928 1.8394 1.7586 1.4503 1.3018
Maximo 2.0364 1.9751 1.8358 1.5448 1.2938 2.0409 1.9364 1.9409 1.7477 1.4853 2.0766 1.9970 2.1188 1.7676 1.4197
Drosophila simulans
Minimo 0.5593 0.3107 0.3334 0.3188 0.2215 0.7197 0.5747 0.1978 0.2441 0.3697 0.7216 0.6642 0.5521 0.4085 0.4052
Q1 0.7537 0.6876 0.6872 0.6434 0.6615 0.8897 0.7725 0.6439 0.5882 0.5761 0.8423 0.7563 0.7104 0.5607 0.6063
Mediana 0.8655 0.7938 0.7647 0.7745 0.7423 0.9696 0.8521 0.7600 0.7431 0.7825 0.9448 0.8121 0.8162 0.7899 0.6828
Q3 1.0623 0.9118 0.8668 0.9825 0.8458 1.0641 0.9728 0.8825 0.8550 0.8561 1.0530 0.9323 0.8893 0.8827 0.8373
Maximo 1.2776 1.1431 1.1225 1.1596 0.9741 1.2046 1.2564 1.3295 1.6003 1.0947 1.1703 1.0703 1.0612 1.1114 1.0612
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Tabela 4. Preferéncia em relagdo aos locais de oviposigao para as fémeas de Zaprionus
indianus e Drosophila simulans. Concentracdo calérica de 0,72g/L.

N dietas N ovos % ovos N dietas N dietas
disponiveis depositados depositados com ovos sem ovos

Espécies isoladas

Zaprionus indianus

1:1 22 93 13 12 10 -
1:4 22 288 42 18 4 0.0029
1:16 22 310 45 20 2 0.0012
Total 66 691 100 50 16 -
Drosophila simulans
1:1 12 579 40 12 0 0.0360
1:4 12 485 33 12 0 -
1:16 12 394 27 12 0 -
Total 36 1458 100 36 0 -
Espécies em competigcao
Zaprionus indianus
1:1 12 98 14 10 2 0.00488
1:4 12 327 47 11 1 0.01367
1:16 12 275 39 11 1 -
Total 36 700 100 32 4 -
Drosophila simulans
1:1 12 890 40 12 0 -
1:4 12 626 28 11 1 -
1:16 12 684 31 12 0 -
Total 36 2200 100 35 1 -
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Figura 1. Quadro nutricional com diferentes quantidades de Proteina:Carboidrato
preparadas para a realizagdo dos testes com Zaprionus indianus e Drosophila
simulans. Proporgdes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8 e 1:16.
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P ['  ’
Figura 2. Placas de oviposicao: drosofilideos deixados “overnight” para postura dos
OVOS.
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Figura 3. Arenas com trés diferentes dietas, com propor¢des de P:C de 1:1; 1:4 e
1:16 para a escolha das fémeas de Zaprionus indianus e de Drosophila simulans

quanto aos locais para oviposi¢ao.
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/
Figura 4. Arenas para a escolha das fémeas de Zaprionus indianus e de Drosophila
simulans quanto a oviposicao.
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N

Figura 5. Avaliagdo das escolhas das fémeas de Zaprionus indianus e Drosophila
simulans quanto aos locais para oviposigcao: contagem dos ovos.
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CONSIDERAGOES FINAIS.

Os resultados aqui encontrados possibilitaram compreender de forma mais
abrangente a historia de vida de Zaprionus indianus, a forma como esta espécie foi capaz
de se estabelecer no Brasil desde sua introdugéao, bem como todo o contexto ecoldgico no
qual esta espécie se encontra inserida, uma vez que a fauna de drosofilideos residentes
nas plantagdes de figo-roxo na regido de Valinhos(SP) era até entdo desconhecida.
Indiretamente, estes resultados também possibilitaram uma maior compreensao de como
ocorrem as interagcdes entre as espécies ao longo das invasées nos figais brasileiros e
permitiram uma reflexdo sobre o impacto que as espécies exoéticas causam nas

endémicas, que neste estudo representaram apenas 5% do total de individuos.

Considerando um raio de atuacado de 60 Km dentre as plantagdes utilizadas neste
estudo, um total de 117.489 drosofilideos foram coletados ao longo de um ano, sendo
71% deles individuos da espécie Z. indianus. Isto exemplifica o seu estabelecimento nas
monoculturas de figo e demonstra seu poder de infestagcdo. Estas informacgdes,
adicionadas ao fato do seu pico populacional ser observado durante o verao (aumento da
umidade, temperatura e da precipitacao) e das condi¢des climaticas observadas na regido
de Valinhos, revelam a necessidade urgente de se desenvolver medidas de controle

contra esta espécie-praga.

O fato de se ter caracterizado o desenvolvimento pés-embrionario de Z. indianus
permitiu um conhecimento mais profundo e detalhado, além de uma melhora da qualidade
do estudo taxondmico, para as caracteristicas observadas durante seus estagios
imaturos. Isto proporcionou um maior embasamento para a realizagdo dos estudos
voltados a histéria de vida desse inseto, como conhecimento para se diferenciar o niumero
de filamentos entre os ovos de Zaprionus e Drosophila, bem como na caracterizagao
morfolégica de suas pupas, estagio em que Z. indianus se mostra maior e com coloragéo

mais escura.

Ademais, os dados aqui encontrados puderam revelar como diferengas nutricionais
entre espécies de drosofilideos podem favorecer e proporcionar a uma espécie sucesso
em novas areas invadidas, bem como podem permitir que a mesma coexista com outras
espécies em um mesmo substrato, de forma a diminuir os efeitos da competigcdo. No

presente estudo, foi possivel esclarecer o por que de Drosophila simulans nunca ter se
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tornado uma espécie-praga nas plantagdes de figo brasileiras e como Z. indianus chegou
a este status apds cinco anos da sua introdugao no Brasil. Além disso, o presente estudo
permitiu compreender como Z. indianus pode se desenvolver de forma mais rapida e

eficiente diante de substratos favoraveis.

Por fim, pode-se afirmar que os dados aqui apresentados cumprem os objetivos
propostos de se abranger algumas das principais questdes ecoldgicas e bioldgicas
envolvendo Z. indianus, bem como sua relagdo com a cultura de figo, preenchendo uma
lacuna até entdo existente quanto a informagbes basicas envolvendo esta espécie e
fornecendo dados que possibilitardo o desenvolvimento de estudos promissores quanto

ao manejo desta espécie-praga.
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APENDICE.

New versions of trap and bait for the collection of the fig-fly Zaprionus indianus
Gupta 1970 (Diptera: Drosophilidae).

Technique Notes
Drosophila Information Service. 2012. 95: 122-128.

Cristiane Matavelli' & Claudio José Von Zuben'
'Biosciences Institute, Department of Zoology, UNESP, CEP 13506-900, Rio Claro, Sdo Paulo, Brazil.

ABSTRACT

Zaprionus indianus was accidentally introduced in Brazil in 1999 and is characterized as
pest in purple-fig plantations. It has caused serious damage to the marketing of this fruit in
the last decade, since these fruits are used as breeding and feeding sites, whereas this
contamination has been favored by fruit morphology. Several measures have been tested
against Z. indianus; however, none of them showed very satisfactory results. As an
alternative, traps have been used, usually from plastic material, with or without light
contrasts, possessing appropriate locations for the placement of attractive baits. In order to
improve the confection of these traps and their performance, this paper presents a new
version with adaptations made in the trap first proposed by TIDON AND SENE (1988) and
later modified by MEDEIROS AND KLACZKO (1999), considering the environmental
conditions found in purple-fig plantations of Valinhos region (Sdo Paulo state), Brazil.
These modifications were made through the substitution or addition of new materials, as
well as changes in the method of bait preparation. These alterations were tested for a
period of one year, through monthly collections in some fig fruit plantations in region of
Valinhos. As a result of these modifications, it was observed a higher abundance for the
trap model and bait presented here when compared with other traps developed earlier.
Thus, it can be concluded that these changes are relevant and can increase the
effectiveness in the capture of these drosophilids.

Keywords: adaptation, Ficus carica, control measure, Zaprionus indianus.

1. INTRODUCTION

The genus Zaprionus Coquillett, 1901 is composed of two sub-genera and 56
species (KATO et al., 2004) and is characterized by the ability to colonize new territories
and for Zaprionus indianus Gupta 1970, a drosophilid originated from the Afrotropical
region, this ability is favored by the global trade of fruits (VILELA et al., 1999). The
occurrence of this species has been recorded in Palaearctic, Eastern, and Australian
regions, and recently in the Americas (TIDON et al., 2003). In Brazil, its introduction
occurred accidentally, being collected for the first time in 1999, in persimmon fruits in the
municipality of Santa Isabel, Sdo Paulo state, Brazil (VILELA, 1999).

The fact that this fly is a polyphagous species, infesting still maturing fruits and
showing adaptations that enable it to live in adverse weather conditions (TIDON et al.,
2003; FERREIRA AND TIDON, 2005), contributed to its rapid distribution throughout
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Brazil, being currently present in all regions of the country (KATO et al., 2004). Since its
first record, Z. indianus proved to be a potential pest for Brazilian fruit trees, and this
estimate was confirmed after a considerable loss in the production of Ficus carica L.
(Moraceae) "purple-of-Valinhos variety”, that harmed both the domestic and exportation
markets in 1999 (STEIN et al., 2003).

The attack occurred by the use of figs, even in their early stage of maturation, as
breeding and feeding sites (STEIN et al., 2003; BELO et al., 2009). This infestation is
favored by the morphology of these fruits, since this drosophilid uses of the opened ostiole
to accomplish oviposition. Despite the fact that it is popularly known as the "fig-fly”, the use
of this culture by this drosophilid is facultative and its occurrence has been recorded in
more than 74 species belonging to 31 different families (VILELA et al., 1999). However,
this species was characterized as pest only in fig cultures.

Several measures have been tested against Z. indianus, like the application of
insecticides (BELO et al., 2009), protection of the fig ostiole using “bordalesa syrup” and
citronella gel, besides the bagging of fruits and obstruction of the ostiole by the use of
adhesives (RAGA, 2002). All of these have shown some effect on adults or on the
immature development of Z. indianus, however, without to present satisfactory results.

As an alternative procedure, some drosophilid traps have been constructed, which
can be used both for collections, in which the specimens are kept alive (TIDON AND
SENE, 1988; KLACZKO AND MEDEIROS, 1999; ROQUE et al., 2011) as for control, in
which specimens are killed (BROTTO, 2010). These traps are usually made from plastic
materials and may present light contrasts or not, with appropriate locations for the
placement of attractive baits.

In order to improve the confection and performance of these traps, this paper
presents a new version with changes in relation to the trap first proposed by TIDON AND
SENE (1988) and then modified by MEDEIROS AND KLACZKO (1999). To carry out
these adjustments, the environmental conditions found in the purple-fig monocultures in

the region of Valinhos, Sao Paulo state, Brazil, were considered.
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2. MATERIALS AND METHODS

A) Making of traps
The trap was developed using the following items: (1) three clean and transparent 2L PET
bottles, being one with lid; (2) a pantyhose of the type “sneaker with elastic”; (3) a strip of
filter paper with approximately 18 cm, applied with hot glue under the cover of the trap to
retain moisture within the bottles; (4) mosaic glue applied at the junction of the transparent
chambers, plus 35 cm of a string of foam mounted on the mosaic glue; (5) transparent
adhesive tape to seal externally the junction of the trap chambers; (6) 50 cm of wire
number 16, of which one extremity was attached to the mouth of the bottle, and from the
other, a hook for hanging the trap in the branches was made; (7) 80 cm of textile elastic
number 12, tied on the wire around the mouth of the bottle, to sustain the bait chamber
with the rest of the trap (Figure 1a).

Since this model of trap presents contrast of light, some portions of the bottles were
painted with two applications of water-based white primer for PET (and for other
materials), with 48 hours intervals, and some applications of water-based matte black
acrylic at intervals of 24 hours, to obtain completely black parts.

Of the three transparent PET bottles, two were cut at 22 cm from their mouths
(chambers 1 and 2). From the third bottle, mouth was cut, and from this cut, a new was
made at 16 cm (chamber 3) (Figure 1b). In the last bottle, four windows of 0.5 cm x 2.0 cm
were done, which allowed the entry of the insects. The base of one of the bottles was cut
at 10 cm (Figure 1c). A piece of filter paper was pasted in a lid of chamber. Both the
chamber 3 and the base of the bottle were painted black. At the junction of the chambers 1
x 2, mosaic glue was added (dotted area) and foam cord (shaded area) (Figure 1a).
Between the chambers1 x 2 and 2 x 3, adhesive tape was passed externally to the bottle.
A pantyhose was placed between the chamber 3 and the base of the bottle (Figure 1a),
being the baits placed in this base (Figure 1c). The wire was tied at the mouth of the

chamber 1 and an elastic band attached to this wire (Figure 1a).

B) Preparation of the bait to be used in the trap

The bait used in this trap was composed of 7 kg of mature banana (type “Nanica”),
3.5 L of water, 70 g of yeast (Saccharomyces cerevisiae). All ingredients were beaten in a
blender and stored in PET bottles for at least 36 h. For this storage, the amount of bait
placed in each plastic bottle not exceeded 400 ml, due to the large fermentation of this
material. Because of this, the whole air contained inside the bottle was removed every 3

hours. With these proportions, the yield was 40 bait portions, and also a reserve quantity.
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The bottles containing the baits were transported to the field, and using a measuring cup,
150 ml of bait were placed in the base of each bottle. After the placement of the baits, the
base was covered by pantyhose, involving the whole pot (extremely firm) in function of its
elastic. Unlike KLACZKO AND MEDEIROS (1999), the pantyhose in question were not
pressed against the bait, to prevent adherence between both. After fixing the pantyhose,
the chambers 1, 2 and 3 were bound by textile elastic to the base of the bottle, and the
traps were suspended in the branches by hooks formed by the wire, at approximately 35
cm height.

As also occurred in the traps proposed by TIDON AND SENE (1988) and
MEDEIROS AND KLACZKO (1999), the drosophilids are attracted by the smell of the bait
placed in the dark portion of the trap (base of the bottle), and by the contrast of light, the
flies fly toward the light in attempt to leave the trap and were trapped in the retention
chambers 1 and 2. After the specified hours of exposure in the field of these traps, these
were removed, the bait discarded on the ground and covered with soil and the pantyhose
inverted (to the chamber 3), thus closing the openings that allowed the entry and exit of
the insects. These openings remain closed until the withdrawal of the insects from the

retention chambers.

3. RESULTS

These traps were utilized on purple-fig plantations, in the municipality of Valinhos,
Sao Paulo state, for a period of one year (September 2010 to August 2011). The durability
of the bottles proved to be more than a year, as well as the wires. However, the painting
needed repairs after this period. The elastics were replaced every six months, and the
pantyhose every four months, since exposure to sun and rain damaged its elasticity, which
could adversely affect the effectiveness of capture and transport of the material collected.

Their efficiency can be verified by analyzing the number of individuals of Z. indianus
that were collected, reaching to 1,509 in a single trap. This number is much higher than when
drosophilids are analyzed in a general way. To achieve this value, several adaptations in
relation to the models proposed by TIDON AND SENE (1988) and MEDEIROS AND
KLACZKO (1999) had to be performed. For the formulation of these changes (Table 1),

the environmental conditions found in the area of captures were especially considered.

4. DISCUSSION
In an attempt to develop a simple and effective method to capture drosophilids in

tropical environments, TIDON AND SENE (1988) developed a trap able to retain and keep
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alive all drosophilids collected. This trap of easy construction was composed of two plastic
bottles attached, in which the placement of attractive baits for drosophilids was allowed.
After this first type of trap, several other models for captures of drosophilids have been
proposed, including open and closed traps (PENARIOL et al., 2008), McPhail type, based
on PVC tubes (MARTINS et al., 2008) or based on PET bottles (TIDON AND SENE, 1988;
MEDEIROS AND KLACZKO, 1999). The latter, in turn, have shown a high durability in the
field, and great resistance to attack by other animals and adverse environmental
conditions (TIDON AND SENE, 1988; MEDEIROS AND KLACZKO, 1999).

In 1999, MEDEIROS AND KLACZKO realized that some traps used for capture of
Drosophila had problems in collecting the tripunctata group, and these authors began a
battery of tests from the model proposed by TIDON AND SENE (1988), in order to find a
trap that minimized this problem. After eight laboratory and one field experiments and 32
proposed models, MEDEIROS AND KLACZKO (1999) came to a trap that had, among
other criteria, the greater abundance of flies, a more homogeneous value for the frequency
of the species collected, a good capacity of retention for these animals and some
protection for flies from the risk of death.

The captures of drosophilids in the region of Valinhos, Sdo Paulo state, began in
purple-fig plantations based on the trap developed by MEDEIROS AND KLACZKO (1999).
However, there was a need for new changes from the first captures, both in the

preparation of the traps as in the bait.

Bait preparation

TIDON AND SENE (1988) used only fermented mature banana as bait, while
MEDEIROS AND KLACZKO (1999) used mature banana type “Nanica” with yeast
(Saccharomyces cerevisiae), fermented for 36 hours. Both methods were tested here at
the beginning of the captures in fig plantations. As the region of Valinhos is characterized,
according to Koeppen's classification, as a region of humid temperate climate with dry
winter and hot summer (CEPAGRI), there was the need of further dilution of the bait, since
when used both the methodologies described earlier, the baits were drying, stiffening and
not releasing more odors to attract insects. So, the dilution of the bait in water was tested,
in order to find a consistency that does not dry with the exposure time in the field, and at
the same time, keep the odor that can attract animals. This dilution occurred in a ratio of

two measures of bananas to a measure of water (2:1).
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Bait utilization

According to the methodology presented by MEDEIROS AND KLACZKO (1999),
the bait being placed in the trap should be pressed against the pantyhose in order to join
to it. In surveys carried out in Valinhos, Sado Paulo state, this procedure was tested.
However, after an exposure time and because of the climate in the region, the bait
attached to the pantyhose turned into a dry film that prevented the release of odor. Thus,

this procedure was no longer running.

The trap

The adaptations presented here were necessary, mainly due to the ambient
temperature, relative humidity of the air and high levels of wind in the capture region
considered. Unlike the trap proposed by MEDEIROS AND KLACZKO (1999), which used
nylon thread for support, we utilized adhesive tape between chambers 1 x 2 and 2 x 3 for
this purpose. This fact prevented that these chambers got lost due to the wind. The nylon
thread was also replaced by elastic, which aided in the junction of the bait pot to the other
parts of the trap, fixing them more tightly. Moreover, the remaining threads that were used
to hold the trap in the branches of fig plants were replaced by wire, which allowed a lower
mobility of the trap, even in the presence of strong wind. This fact helped to prevent
leakage of individuals according to the movement of the trap.

In addition to the replacement of the nylon threads by other materials, it was
necessary to adjust the type and quantity of glue to be used between the chambers 1x 2.
Initially, several varieties of glue were tested in order to determine which is more resistant
to environmental conditions to which traps would be exposed. The results show that the
best was the glue used in handicraft (mosaic). A quantity of glue similar to that of
MEDEIROS AND KLACZKO (1999) was applied; however, it was noted that this amount of
glue had a very narrow supporting surface to hold collected individuals, and in more
abundant months, some animals could be crushed. Moreover, in pilot collections, it was
found that the presence of many individuals within this chamber increased its moisture
content and caused the adherence of some individuals in the glue. Thus, a cord of foam
was applied on this layer of glue. This cord has not only increased the support surface of
the animals, it also prevented direct contact with the glue, thus facilitating the removal of
the insects from these traps.

The utilization of the pantyhose was maintained to prevent contact of drosophilids

with the bait. However, instead of using a piece of pantyhose as in the model of
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MEDEIROS AND KLACZKO (1999), we choose here the use of pantyhose of the type
“sneaker with elastic”, because of the elastic in the end. So, in addition to the better
adherence to the bottles, when removed from the field and inverted to chamber 3, this kind
was better fixed, preventing its sliding and a possible exposure of its openings. However,
the use of pantyhose was contested in a new model of trap proposed by ROQUE et al.
(2011), in which this use was abolished. According to these authors, the utilization of
pantyhose affects the sampling, since beetles are able to tear it up, leaving the animal
collected in contact with the bait. However, the model proposed here was used in the field

480 times (40 traps/month) and this phenomenon has never been observed.

About its effectiveness

PENARIOL et al. (2008) showed in their work that the efficacy of closed traps is
greater than the open ones, with respect to population abundance and species richness,
and suggested a standardization of drosophilid captures, using this type of trap. The
effectiveness observed in the model of trap presented here was larger than of the other
already existing closed traps. TIDON AND SENE (1988) collected about 850 drosophilids
per trap using as bait only a fermented banana, and MEDEIROS AND KLACZKO (1999)
collected more than 1,000 Drosophilidae per trap using banana as bait, whereas with the
present version, 1,509 specimens (only of Z. indianus) were collected per trap, using
diluted bait.

5. CONCLUSIONS

The obtained results and the efficacy demonstrated by the new trap and bait here
proposed, compared with previous versions, allow us to conclude that the enhancements
discussed in this work were relevant and increased the performance of traps in the capture

of Z. indianus and other drosophilids.
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Table 1. Characteristics of the traps proposed by TIDON & SENE (1988),
MEDEIROS & KLACZKO (1999), and of the present work.

Utilized TIDON & SENE MEDEIROS & MATAVELLI & VON
Material (1988) KLACZKO (1999) ZUBEN (2012)
PET bottles 2L 2 3 3
Filter paper Optional Present Present
Cotton sttoper Optional Absent Absent
Nylon thread Present Present Absent
Wire Absent Absent Present
Adhesive tape Absent Absent Present
Elastic Absent Absent Present

Cord of foam Absent Absent Present
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Figure 1. New version of the trap for the capture of the fig-fly Zaprionus indianus proposed
by MATAVELLI AND VON ZUBEN (2012): measurements and illustrations.



